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RESUME : 
 
La chromatographie en lit expansé est une technique primaire de purification des protéines 
qui permet de combiner clarification, concentration et purification en injectant directement le 
moût de fermentation dans la colonne, par un flux ascendant. Dans un premier temps, une 
nouvelle colonne de chromatographie en lit expansé avec un distributeur de flux conique a été 
conçue afin d’améliorer la qualité de l’écoulement et d’éviter la présence d’une grille, pour 
limiter les problèmes de colmatage à forte concentration cellulaire. Cette colonne offre alors 
de meilleures performances comparées aux colonnes actuellement commercialisées. Dans un 
second temps, une étude physico-chimique des interactions entre les billes adsorbantes et les 
levures S. cerevisiae a montré l’importance de se placer dans les conditions réelles de 
l’expérience et de prendre en compte l’hydrodynamique et l’ensemble des interactions 
électrostatiques et non électrostatiques pour décrire le mécanisme des interactions. Enfin, la 
lipase de Yarrowia lipolytica a été purifiée par cette technique dans la colonne à distributeur 
conique, avec un rendement de 98,8% et un facteur de purification de 3,55, directement en 
sortie de fermenteur. 
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SUMMARY : 
 
Expanded bed adsorption (EBA) is a primary recovery technology allowing the adsorption of 
target proteins from unclarified feedstock, by an increase in bed voidage, combining 
clarification, concentration and purification steps. First, a new column with a conical 
distributor has been specially designed to avoid any grid and limit problems of clogging with 
high cellular concentration culture broth. This column gives a better efficiency compared with 
commercial ones. Second, a physico-chemical study of the interaction between adsorbent 
beads and the yeast S.cerevisiae demonstrated the importance of considering the real working 
conditions, integrating the hydrodynamics and  all kind of interactions (electrostatic, Lifshitz-
van der Waals and polar interactions). Then, the lipase of Yarrowia lipolytica has been well 
purified by this technique using the new column with conical distributor, directly from 
unclarified feedstock. The yield reached 98.8% and the purification factor approached 3.55. 
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
A : Absorbance à 280 nm 
A0 : Absorbance initiale à 280 nm 
A600 : Absorbance à 600 nm. 
A600,i : Absorbance initiale à 600 nm. 
aP: Aire d’échange spécifique (m2.m-3) 
B : Constante de Boltzmann (1,3807.10-23 J.K-1) 
Bo : Nombre de Bodenstein ,
  
D
H . u
   Bo
Lax
i
=  
C : Concentration en soluté dans la phase liquide (g.L-1) 
CBSA : Concentration en BSA dans la phase liquide (g.L-1) 
Ci, Cf : Concentration en protéines initiale et finale, respectivement (g.L-1) 
CLysozyme : Concentration en lysozyme dans la phase liquide (g.L-1) 
Cprotéine : Concentration en protéines dans la solution injectée (g.L-1) 
D : Coefficient de diffusion des cellules (m2.s-1) 
DaxL : Coefficient de dispersion axiale dans la phase liquide (m2.s-1) 
DaxS : Coefficient de dispersion axiale de la phase solide (m2.s-1) 
De : Coefficient de diffusion effective intraparticulaire (m2.s-1) 
Dm : Coefficient de diffusion moléculaire (m2.s-1) 
DO280nm : Densité optique à 280 nm 
dC : Diamètre de la colonne (m) 
dcell : Diamètre des cellules (m) 
dP : Diamètre des particules adsorbantes (m) 
e : Charge des électrons (1,6021.10-19 C) 
E : Différence de potentiel (V) 
g : Accélération gravitationnelle (m.s-2) (g=9,81 m.s-2) 
G : Energie libre d’interaction par unité de surface de contact (J.m-2) 
G : Energie libre d’interaction (J) 
h : Demi-hauteur du canal d’écoulement dans la chambre à écoulement cisaillé (m) 
H0 : Hauteur de lit sédimenté (m) 
H : Hauteur de lit expansé (m) 
HEPT : Hauteur en plateaux théoriques (m), HEPT = H / N 
HEPTEB : Hauteur en plateaux théoriques  « corrigée » (m), HEPTEB = HEPT . (H/H0) 
I : Indice de transmission (%) 
K : Facteur géométrique de la poudre de support (cm5) 
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Kd : Constante de dissociation (g.L-1) 
kf : Coefficient de transfert externe (m.s-1) 
l : Demi-largeur du canal dans la chambre à écoulement cisaillé (m) 
M(eau) : Masse d’eau (g) 
M(eau+support) : Masse totale de l’eau et du support (g) 
n : Index d’expansion 
ni : Nombre d’ions par cm 3 
N : Nombre de plateaux théoriques, N =  τ² / σ² 
NEB : Nombre de plateaux théoriques « corrigé », NEB = N / (H/H0)2 
NPDE : Nombre d’unités de transfert entre la zone dynamique et la zone stagnante (modèle 
PDE) 
NPore : Nombre d’unités de transfert relatif à la diffusion intraparticulaire 
NFilm: Nombre d’unités de transfert relatif au transfert externe 
P : Pression (Pa) 
P : Perte de charge (Pa) 
Pe : Nombre de Peclet 
PeP : Nombre de Peclet particulaire,  D
d . u
  Pe
Lax
Pi
P =  
q : Quantité de protéines adsorbées sur le support (g.L-1) 
Q : Débit (L.s-1) 
Qdyn : Capacité dynamique d’adsorption (g.L-1) 
Qdyn 10%: Capacité dynamique d’adsorption à 10% (g.L-1) 
Qéq : Capacité d’adsorption à l’équilibre (g.L-1) 
Qm : Capacité maximale d’adsorption à l’équilibre (g.L-1) 
ReP : Nombre de Reynolds particulaire , 
L
PL
P
d .u  . 
  Re η
ρ
=  
Ret : Nombre de Reynolds terminal , 
L
Lpt
t
 . d . u
 Re
η
ρ
=  
S : Section de colonne (m²) 
Sc : Nombre de Schmidt, 
mL
L
D . 
Sc
ρ
η
=  
T : Température (K) 
t : Temps (s) 
t10% : Temps au bout duquel la concentration en sortie de colonne équivaut à 10% de la 
concentration en entrée. 
                                                                                                                                             LISTE des SYMBOLES 
 
- 19 - 
tm : Temps mort (s) 
u : Vitesse superficielle (m.s-1) 
ui : Vitesse interstitielle (m.s-1) (ui=u / i ) 
umf : Vitesse minimale de fluidisation (m.s-1) 
ut : Vitesse terminale de fluidisation (m.s-1) 
V : Volume de lit expansé (L) 
V0 : Volume de support sédimenté (L) 
V(eau) : Volume d’eau (L) 
V(eau+support) : Volume total de l’eau et du support (L) 
Vm :Volume mort (L) 
Vmob : Volume de la phase liquide (L) 
Vstat : Volume de la phase solide (L) 
w: Masse du support poreux dans la formule de Washburn (g) 
zi : Valence des ions 
 
Alphabet grec : 
 
i : Tension de surface de i (J.m2) 
ij : Energie interfaciale entre i et j (J.m2) 
 : Permittivité diélectrique du milieu (J.m-1.V2) ( = 6,96.10-10 J.m-1.V2 pour l’eau) 
i : Taux de vide interstitiel du lit expansé 
i0 : Taux de vide interstitiel du lit sédimenté (i0 = 0,4) 
 : Potentiel zêta au plan de cisaillement (V) 
ads : Potentiel zêta de l’adsorbant (V) 
cell : Potentiel zêta des cellules (V) 
L : Viscosité dynamique du liquide (Pa.s) 
 : Angle de contact (°) 

-1
 : Epaisseur de la double-couche (Å) 
 : Conductivité du milieu (S.cm-1) 
	1 : Moment d’ordre 1 (s) 
	2 : Moment d’ordre 2 (s²) 

L : Masse volumique du liquide (g.cm-3) 

SP : Masse volumique du support poreux (g.cm-3) 
² : Variance (s²) 
 : Temps de séjour (s) 
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W : Contrainte de cisaillement (Pa) 
 : Fraction de zone dynamique dans la colonne (modèle PDE) 
0 : Potentiel de surface (V) 
S : Potentiel de la couche de Stern (V) 
 
Indices : 
 
M : Microorganisme 
L : Liquide 
S : Surface 
 
Exposants : 
 
AB : Composante acide/base de Lewis 
EL : Composante électrostatique 
LW : Composante de Lifshitz-van der Waals 
nonEL: Composante non électrostatique 
TOT : Total 
+ : Composante accepteur d’électrons 
- : Composante donneur d’électrons 
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Peptides, protéines et acides nucléiques sont maintenant produits et purifiés dans 
différents secteurs de la bioindustrie pour des applications agroalimentaires, chimiques, 
cosmétiques ou pharmaceutiques. Dans les procédés de production/purification de 
biomolécules, la difficulté réside dans la nécessité de respecter les spécifications strictes en 
terme de pureté tout en conservant des rendements suffisants. A côté des productions 
traditionnelles, une part importante des procédés utilisés a recours aux techniques du génie 
génétique conduisant à la production de molécules recombinantes par divers organismes 
génétiquement modifiés (bactéries, levures, cellules animales,…). Ceci s’est traduit par une 
amélioration considérable à la fois de la productivité des procédés et de la qualité des 
préparations obtenues. Parallèlement à ces efforts portés sur la production, il s’avère 
aujourd’hui essentiel de mettre à la disposition des industriels des techniques de 
biopurification également performantes et extrapolables à grande échelle.  
 
Les performances séparatives requises sont très dépendantes du secteur d’activité. En 
terme de pureté et de sécurité, les exigences sont évidemment plus fortes lorsque la 
préparation finale a une destinée thérapeutique injectable. Quoiqu’il en soit, dans tous les 
secteurs, une recherche de la productivité maximale est indispensable : les procédés doivent 
être rapides, tout en permettant d’atteindre des rendements élevés en biomolécules d’intérêt, 
parfois dans des conditions de stérilité strictes. En biotechnologie, ces deux facteurs (rapidité 
et rendement) sont d’ailleurs souvent liés : du fait de la fragilité et de la complexité des 
molécules, un temps important de traitement favorise les pertes dues à la dégradation 
enzymatique, à la dénaturation et aux phénomènes d’agrégation. La rapidité et le rendement 
du procédé global sont obtenus par le choix optimal des opérations unitaires qui doivent être 
rapides, mais aussi par une limitation du nombre des étapes impliquées. Les travaux de 
recherche en bioséparation doivent donc être consacrés à la conception, au développement et 
à la mise au point de techniques à la fois rapides et efficaces [Willemot et Mercier-Bonin, 
2004].  
 
La chromatographie en lit expansé est une technique récente de purification primaire 
des protéines directement en sortie de fermenteur qui permet de combiner plusieurs étapes 
indispensables du procédé de séparation. La réduction du nombre d’opérations unitaires 
minimise ainsi les coûts et favorise un bon rendement global tout en limitant la durée du 
procédé.  
                                                                                                                                                       INTRODUCTION 
 
 - 24 -
Cependant cette technique novatrice reste encore peu utilisée dans le secteur industriel, 
du fait de plusieurs limitations.  
En effet, l’équipement actuellement disponible ne permet pas toujours l’application de 
cette technique à des moûts de fermentation dont la concentration cellulaire peut être 
relativement élevée. En particulier, la présence d’une grille dans certaines colonnes provoque 
des problèmes de colmatage. Et le design parfois complexe du distributeur de flux entraîne 
des difficultés de nettoyage et d’extrapolation à grande échelle.  
De plus, la mauvaise maîtrise des interactions physico-chimiques entre cellules et 
support empêche l’utilisation de la technique de façon universelle quels que soient le système 
biologique et le support. 
 
L’étude qui suit retrace l’historique de cette technique prometteuse de 
chromatographie en lit expansé, en faisant état de ses atouts et de ses limites, puis tente de 
répondre à certaines de ces limitations par une approche interdisciplinaire, à la fois dans les 
aspects théorique et technologique. 
De manière générale, on ne peut, en effet, chercher à améliorer la connaissance et la 
maîtrise d’un procédé chromatographique, sans combiner des recherches complémentaires en 
hydraulique, en transfert de matière, en thermodynamique, en chimie et en biochimie. Mais 
dans le cas de la chromatographie en lit expansé, il est évident que la présence de cellules ou 
de débris cellulaires contraint à se pencher sur l’étude des interactions cellules/support et des 
agrégations cellulaires. Ceci conduit donc à ajouter des disciplines scientifiques, telles que la 
physiologie cellulaire (microbiologie dans notre cas) et la biophysique. 
C’est dans cet esprit que nous avons mené nos travaux, en nous appuyant, d’une part, 
sur les compétences internes au laboratoire et en établissant, d’autres part, des collaborations 
avec des laboratoires extérieurs. 
 
Dans un premier temps, la conception d’une nouvelle colonne de chromatographie en 
lit expansé a permis d’associer l’étude fondamentale et appliquée de l’hydrodynamique et du 
transfert de masse afin de décrire les performances de la séparation. Dans un second temps, 
une étude physico-chimique des propriétés de surface des microorganismes et du support de 
chromatographie a été menée, afin d’améliorer la compréhension du mécanisme des 
interactions cellules/support, en y intégrant les aspects hydrodynamiques de la technique. 
Pour finir, l’application de ces connaissances à la purification de la lipase de la levure 
Yarrowia lipolytica montre que la chromatographie en lit expansé est une technique 
performante en bioséparation. 
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Les milieux biologiques dans lesquels sont produites les protéines d’intérêt à extraire 
sont généralement complexes et contiennent aussi bien des particules en suspension que des 
molécules en solution de taille et de masse molaire variées. 
Dans le cas des biomolécules, les techniques séparatives ne doivent pas engendrer leur 
dénaturation, c’est-à-dire une perte de leur activité biologique. De manière générale, dans le 
cas des protéines et des acides nucléiques, il faut se limiter à des conditions douces de pH, de 
température et de cisaillement. Le contact avec des solvants organiques doit par ailleurs être 
limité. Ces contraintes (complexité du milieu, conditions de récupération « douces ») vont 
fortement influencer le type d’opération unitaire à mettre en œuvre.  
 
I - 1 - Les origines de la chromatographie en lit expansé : 
I - 1.1 - Schéma général d’un procédé classique de biopurification : 
 
Si les techniques actuelles du génie génétique permettent parfois de produire des 
protéines à des concentrations élevées (jusqu’à 100 g.L-1), dans de nombreux cas, les 
concentrations dans le milieu à traiter n’excèdent pas quelques dizaines de milligrammes par 
litre. Ceci rend absolument nécessaire la mise en œuvre d’une étape de concentration très tôt 
dans le procédé. Le coût engendré par les volumes de tampons utilisés représente en effet une 
part très importante du coût de purification. 
Le schéma général suivi dans un procédé classique de purification de biomolécules 
comporte au minimum 5 ou 6 étapes (Figure 1) [Willemot et Mercier –Bonin, 2004].  
Dans le cas le plus fréquent où celles-ci sont produites par culture cellulaire, cellules et 
milieu de culture sont tout d’abord récupérés. Si la molécule est naturellement excrétée dans 
le milieu extracellulaire, on opère directement sur celui-ci. Dans le cas contraire, les cellules 
doivent d’abord être lysées. Le milieu est ensuite clarifié, le plus souvent par centrifugation 
ou (micro)filtration, afin d’éliminer les cellules ou débris cellulaires. 
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A ce stade, les concentrations en molécule d’intérêt 
sont souvent très faibles et il faut en premier lieu réduire 
les volumes. Cette concentration est généralement 
obtenue par précipitation ou par ultrafiltration, ces deux 
techniques permettant par ailleurs un premier 
fractionnement. Une véritable purification fine peut 
ensuite être réalisée, notamment par la mise en œuvre 
d’étapes successives de chromatographie en lit fixe. 
Lorsque les spécifications l’exigent, une étape ultime de 
finition est réalisée, afin d’éliminer les formes 
moléculaires dégradées ou agrégées (chromatographie 
d’exclusion et/ou cristallisation). 
  
 Malgré un nombre d’étapes relativement important, le procédé de purification doit 
rester compétitif en terme de coût et de performances, c’est-à-dire de productivité, de 
rendement et de pureté. Ainsi, chaque étape doit être développée dans un souci d’optimisation 
du procédé. 
D’un point de vue industriel, le nombre d’opérations unitaires pour parvenir à la pureté 
et au rendement désirés contribue significativement au coût du procédé : investissement et 
quantité de consommables utilisés pour chaque étape, rendement global, durée du procédé… 
Les risques de contamination sont également multipliés par le nombre d’étapes. La réduction 
du nombre d’opérations unitaires est donc la clef du succès économique du procédé de 
purification. 
 
La chromatographie en lit fixe est une des étapes les plus résolutives et souvent 
indispensable. Cependant, cette technique implique inévitablement la clarification du milieu. 
En effet, dans une colonne de chromatographie en lit fixe, les particules sont tassées, donc 
avant l’application de l’échantillon et afin d’éviter les risques de colmatage, il est impératif 
d’éliminer toute trace de cellules ou débris cellulaires. 
 
La première étape dans le développement d’une technique d’isolement d’un produit 
extracellulaire ou intracellulaire après cassage des cellules, est donc la sélection d’une 
technique de séparation solide/liquide ou de clarification afin d’enlever les particules solides 
du milieu.  
A partir des années 1960, les techniques de centrifugation et filtration sont très utilisées.  
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La séparation par centrifugation apparaît efficace à grande échelle pour la clarification 
de milieux contenant de grosses particules de type levures. Cependant, les performances 
diminuent dès que la taille est réduite comme dans le cas des bactéries ou des débris 
cellulaires. De plus, les organismes sensibles au cisaillement comme les cellules de 
mammifères peuvent être endommagés [Kempken et al., 1995]. 
La filtration tangentielle est une technique plus douce utilisée à l’échelle industrielle 
avec des procaryotes [Kroner et al., 1984], des eucaryotes [van Reis et al., 1991] ou des débris 
[Datar et Rosen, 1996]. Mais cette technique pose des problèmes de colmatage des 
membranes par les petites particules. De plus, lorsqu’elle est concentrée, la protéine d’intérêt 
peut parfois s’adsorber de façon irréversible à la membrane. Enfin, jusqu’à l’obtention d’un 
milieu parfaitement clarifié, la protéine d’intérêt est en contact avec de nombreux produits de 
dégradation tels que des protéases et n’est pas conservée dans un environnement inerte où 
l’oxydation et l’agrégation peuvent être contrôlées, afin de préserver son activité et limiter les 
risques de dénaturation. Il est donc important de réduire le temps de contact de la protéine 
avec le milieu. Or, ces techniques membranaires utilisent des vitesses tangentielles 
d’écoulement limitées qui allongent la durée des opérations.  
 
I - 1.2 - Réduire le nombre d’étapes : 
 
Ainsi, afin de réduire le nombre d’étapes d’un procédé de bioséparation, il apparaît 
intéressant de développer des techniques qui permettent de combiner les étapes de 
clarification, de concentration et de capture. Pour cela, trois approches différentes peuvent 
être utilisées. 
 
La première approche, l’extraction de la protéine par un système aqueux biphasique, 
s’est largement développée dans les années 1970. Cette technique est basée sur un système de 
deux phases aqueuses et permet la purification à partir d’un milieu non clarifié à forte 
concentration cellulaire. Elle apparaît efficace aussi bien avec des milieux contenant des 
débris que des cellules entières et permet la partition des particules cellulaires et de la protéine 
d’intérêt dans les deux phases, suivant leurs propriétés thermodynamiques. Cependant, cette 
opération est coûteuse car elle nécessite de grands volumes de stockage, ainsi que la mise en 
place de procédures pour la récupération du polymère (PEG, dextran) [Albertson, 1960 ; 
Kula, 1990]. De plus, elle ne permet pas de s’affranchir d’une étape de centrifugation pour 
séparer les deux phases. 
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La seconde approche permet de combiner la filtration et l’adsorption de la protéine en 
greffant des ligands spécifiques à la protéine d’intérêt sur des membranes de 
microfiltration tangentielle.  Les premières applications utilisant ce type de technologie sont 
apparues à la fin des années 1980 [Brandt et al., 1988], puis se sont poursuivies par les 
travaux de Roper et Lightfoot (1995) ainsi que Thömmes et Kula (1995), qui ont montré qu’il 
était possible de combiner clarification, concentration et capture de la protéine d’intérêt. 
Cependant, l’utilisation de cette technique induit des problèmes de colmatage des membranes, 
qui présentent par ailleurs un coût prohibitif. 
 
Enfin, la troisième approche est basée sur l’adsorption de la protéine d’intérêt sur des 
particules adsorbantes en présence de cellules. 
Lorsque ces particules sont tassées dans une colonne de chromatographie en lit fixe, 
l’étape de clarification ne peut être évitée à cause des risques de colmatage du lit. Afin de 
lever cette limitation, il peut être envisagé d’augmenter l’espace inter-particulaire du lit. Dans 
ce cas, les cellules ou débris peuvent s’écouler librement à travers le lit.  
 
I - 1.3 - Augmenter l’espace inter-particulaire : 
 
L’augmentation de l’espace entre les billes adsorbantes peut être réalisée de plusieurs 
façons. 
I - 1.3.1 - L’adsorption en « batch » : 
 
La technique de l’adsorption en « batch » consiste à mettre en présence dans un réacteur 
(contacteur) infiniment mélangé, le support adsorbant directement avec la suspension 
cellulaire contenant la protéine d’intérêt. Après un temps suffisant pour la capture de la 
protéine, le support doit être séparé du milieu de culture afin d’éluer puis de récupérer la 
molécule cible. Le problème de la séparation du support chargé de la protéine d’intérêt et de 
la biomasse doit donc être résolu. De plus, l’un des inconvénients de cette technique réside 
dans le fait que le temps de contact nécessaire pour une haute récupération est relativement 
long [Slater, 1992]. En effet, ces réacteurs agités se comportent comme des systèmes à 
plateau théorique unique, de faible efficacité, ce qui les rend moins résolutifs que la 
chromatographie dynamique.  
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I - 1.3.2 - La chromatographie en lit fluidisé : 
 
Une autre technique, l’adsorption en lit fluidisé, permet d’augmenter l’espace inter-
particulaire du lit, en appliquant un flux ascendant dans la colonne de chromatographie, ce 
qui, au-delà d’une certaine vitesse d’écoulement, va favoriser la mise en suspension des billes 
de support.  Ainsi, la protéine d’intérêt se fixe sur le support adsorbant tandis que les cellules 
traversent librement le lit. 
Les particules adsorbantes sont dans ce cas caractérisées par leur vitesse terminale de 
fluidisation ut , définie par la loi de Stokes (§ II-1). 
 
Dès 1950, ce système de lit fluidisé est utilisé pour la purification d’antibiotiques 
comme la streptomycine [Bartels et al., 1958], la novobiocine [Belter et al., 1973], 
l’immunomycine [Gailliot et al., 1990]. 
 
Cependant, pour parvenir à une résolution élevée en chromatographie, il est nécessaire 
de minimiser le mélange dans la colonne en favorisant un écoulement piston. Or, le fait que 
les particules adsorbantes puissent se déplacer dans la colonne dans toutes les directions crée 
du mélange, ce qui altère les caractéristiques de l’écoulement piston recherché, notamment 
par augmentation de la dispersion axiale. En définitive, cette technique présente un faible 
nombre de plateaux théoriques comme les systèmes en « batch ». Ainsi, bien que les 
performances d’un lit fluidisé soient supérieures à celles d’un système en réacteur agité, elles 
restent très inférieures à celles d’un lit fixe. Cette diminution des performances peut même 
nécessiter la recirculation du milieu de culture pour augmenter le rendement de fixation.  
 
Afin de limiter le mélange et d’améliorer ainsi l’efficacité, des lits fluidisés multi-étagés 
ont été développés par Buijs et Wesselingh (1980), permettant d’augmenter l’efficacité 
comparé à un lit fluidisé parfaitement agité. Ces lits sont en fait constitués de plusieurs étages 
de lits fluidisés, compartimentés par des plateaux horizontaux perforés de trous de taille 
appropriée. Ceci permet d’obtenir, d’un point de vue hydrodynamique, une série de réacteurs 
mélangés, transition entre un réacteur infiniment mélangé et un écoulement piston obtenu en 
lit fixe. Cette technique a été utilisée par le Laboratoire de Génie Chimique (Toulouse, 
France) pour le traitement chromatographique du lactosérum et a montré des performances 
intéressantes en échange d’ions, sensiblement identiques à celles d’un lit fixe, sans problème 
de colmatage [Biscans et al., 1985]. 
La chromatographie en lit expansé                                                                          ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 
 - 32 -
Une deuxième technique pour limiter le mélange dans un lit fluidisé consiste à stabiliser 
les particules par un champ magnétique [Burns et Graves, 1985 ; Chetty et Burns, 1985]. 
Dans ce cas, le taux d’expansion apparaît indépendant de la vitesse superficielle. Mais, même 
si les résultats en terme de stabilité du lit sont probants, cette technique nécessite un 
appareillage spécifique coûteux. 
 
I - 1.3.3 - La chromatographie en lit expansé : 
 
En 1990, Draeger et Chase constatent que le mélange peut être limité simplement en 
contrôlant la fluidisation du lit et introduisent une nouvelle technique : la chromatographie 
en lit expansé.  
 
La stabilisation du lit s’effectue dans ce cas grâce à une 
distribution de taille des billes de support [Chase et 
Draeger, 1992] qui conduit à une classification au sein du lit 
(Figure 2). Ainsi, les grosses particules sont localisées dans 
la partie inférieure de la colonne et les petites, dans la partie 
supérieure, ce qui réduit localement la mobilité des billes 
adsorbantes, donc la dispersion axiale du solide et augmente 
ainsi les performances de l’adsorption. Le lit expansé est 
ainsi un cas particulier de lit fluidisé « classifié ». 
 
La stratification s’opère en fonction de la vitesse de sédimentation de chaque particule 
selon la loi de Stokes (§ II-1) et le degré de classification dépend du ratio des tailles de billes 
adsorbantes. Un ratio de taille de particules de support égal à 2,2 semble suffisant pour 
obtenir une bonne stabilité [Al Dibouni et Garside, 1979]. 
 
L’augmentation de la masse volumique ou du diamètre des billes permet également 
d’accroître les performances de la technique [Draeger et Chase, 1990], en facilitant la 
clarification en présence de biomasse et en permettant d’utiliser des vitesses d’écoulement 
plus élevées, ce qui améliore la productivité.  
 
Ces caractéristiques sont utilisées en 1993 par la société Pharmacia (aujourd’hui 
Amersham Biosciences, Uppsala, Suède) pour la commercialisation du premier support 
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spécifiquement dédié à la chromatographie en lit expansé, appelé Streamline, d’une masse 
volumique moyenne de 1,22 g.cm-3 et d’un diamètre compris entre 140 et 240 µm, qui permet 
d’obtenir une vitesse terminale de fluidisation entre 600 et 1200 cm.h-1 [De Luca et al., 1994]. 
 
L’efficacité d’une technique de chromatographie peut être évaluée en réalisant des 
courbes de perçage (chromatographie frontale), c’est-à-dire en injectant une protéine en 
continu dans une colonne, afin de déterminer la capacité 
dynamique d’adsorption de la protéine sur le support, 
c’est-à-dire la quantité de protéines que le lit peut fixer 
dans des conditions opératoires données (Figure 3). 
Généralement, la capacité dynamique d’adsorption en lit 
expansé apparaît proche de celle d’un lit fixe pour un 
degré d’expansion du lit  (ratio de la hauteur de lit 
expansé sur la hauteur de lit sédimenté H/H0) égal à 2. 
Les avantages des lits fixes et des lits fluidisés sont alors 
combinés : bonne efficacité de contact et possibilité 
d’éviter l’étape de clarification [Draeger et Chase, 
1991 ; Chase et Draeger, 1992].  
 
Les premières applications de purification de protéines apparaissent alors, à partir de 
milieux de culture de bactéries [Barnfield-Frej et al., 1994 ; Hansson et al., 1994], de levures 
[Chang et al., 1995 ; Chang et Chase, 1996] ou de cellules de mammifères [Thömmes et al., 
1995 ; Born et al., 1996]. Depuis, le recours à la chromatographie en lit expansé est de plus en 
plus étudié, comme l’atteste le nombre croissant de publications sur ce sujet (Figure 4).  
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Parallèlement à cette activité de recherche, il est difficile d’évaluer l’impact réel de la 
chromatographie en lit expansé dans le domaine de la production industrielle. 
 
Ces biomolécules,  issues de milieux de culture non clarifiés de nature très diverse 
(bactéries, levures, cellules de mammifère, d’insecte ou de plante, lait, sang, …) (Figure 5A), 
sont purifiées en lit expansé en utilisant, le plus couramment, la chromatographie par échange 
d’ions (Figure 5B). 
 
 
La chromatographie en lit expansé nécessite un appareillage spécifique. Les supports et 
les colonnes doivent, en particulier, être conçus de manière à répondre à un certain nombre de 
critères et besoins.  
 
I - 2 - Les supports de chromatographie en lit expansé  
 
De même que pour les supports utilisés en chromatographie en lit fixe, il est important 
de trouver un compromis entre les caractéristiques physico-chimiques des matrices (taille, 
masse volumique, taille des pores, résistance à de larges plages de pH, résistance aux forces 
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de cisaillement) et les caractéristiques du transfert de masse (cinétique d’adsorption, 
limitation au transfert de masse) [Anspach et al., 1999]. 
Mais les supports utilisés en chromatographie en lit expansé doivent répondre à d’autres 
contraintes. 
La première contrainte réside dans la distribution de diamètre des billes adsorbantes, 
avec un ratio supérieur ou égal à 2,2 pour obtenir un lit suffisamment classifié. 
La deuxième contrainte est une haute résistance à l’autoclavage et à des conditions 
drastiques de nettoyage (température et pH), à cause de l’exposition prolongée à des 
matériaux biologiques (cellules ou débris cellulaires). 
Enfin, une densité élevée s’avère nécessaire, afin de pouvoir imposer des vitesses 
d’écoulement intéressantes pour le procédé, tout en conservant un degré d’expansion 
raisonnable. 
 
Les premières expériences de chromatographie en lit expansé ont été effectuées avec 
des supports commercialisés pour la chromatographie en lit fixe, tel que le support Sepharose 
Fast Flow (Amersham Biosciences) qui est bien caractérisé et sur lequel de nombreuses 
données sont disponibles [Draeger et Chase, 1990a ; Draeger et Chase, 1990b ; Draeger et 
Chase, 1991 ; Chase et Draeger, 1992a ; Chase et Draeger, 1992b]. Sa vitesse terminale de 
fluidisation proche de 220 cm.h-1 avec de l’eau, est cependant trop faible pour une bonne 
productivité en lit expansé. Il est donc apparu nécessaire d’augmenter la masse volumique et 
le diamètre des particules afin d’étendre la plage des vitesses d’écoulement utilisables.  
 
L’augmentation du diamètre des billes pouvant diminuer les performances de la 
séparation par accroissement de la distance de diffusion intraparticulaire (Voir chapitre II-
2.4), l’augmentation de densité s’est révélée plus astucieuse [Karau et al., 1997 ; Wright et al., 
1999 ; Wright et Glasser, 2001]. Les particules ainsi développées pour le lit expansé sont plus 
denses que le Sepharose Fast Flow et compatibles avec des vitesses superficielles de l’ordre 
de 300 cm.h-1. Leur capacité d’adsorption en lit expansé est supérieure à celle du Sepharose 
Fast Flow rapportée par Chase et Draeger (1992) à la même vitesse d’écoulement. Des 
analyses de courbes de perçage montrent également qu’avec ce type de support, la dispersion 
axiale dans la colonne est équivalente à celle d’un lit fixe. 
 
Les matrices utilisées en lit expansé sont fabriquées suivant deux techniques différentes 
pour augmenter leur densité [Tong et Sun, 2001] : 
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 La première technique consiste à utiliser un matériau poreux de haute masse 
volumique comme la silice [Finette et al., 1996], l’oxyde de zirconium [Griffith et al., 1997 ; 
Mullick et al., 1998] ou la cellulose [Pai et al., 2000].  
 La seconde technique consiste à incorporer un matériau de haute masse volumique 
dans une matrice déjà commercialisée. 
Ainsi, l’agarose réticulé utilisé en lit fixe (Sepharose, Amersham Biosciences) est 
résistant aux forces de cisaillement et supporte bien la régénération en condition drastique 
[Limhe et al., 2000]. Sa densité est voisine de 1. Il peut alors être modifié de diverses façons 
pour obtenir des supports utilisables en lit expansé. Par exemple, l’incorporation de billes de 
verre à l’intérieur des particules à hauteur de 20% (v/v) permet d’augmenter la densité jusqu’à 
1,3 [Lihme, 1996]. On peut trouver également des cristaux de quartz, de la poudre de nickel, 
des billes d’acier inoxydable, des particules de dioxyde de titane, d’oxyde de zirconium ou 
d’hafnium [Gilchrist et al., 1994 ; Voute et al., 1999 ; Voute et Boschetti, 1999 ; Palsson et 
al., 2000a ; Palsson et al., 2000b ; Lei et al., 2003]. 
Le matériau à haute densité peut être ajouté sous forme de noyau central. Cette 
technique permet d’adapter la distance de diffusion indépendamment de la taille des particules 
et un ajustement de la masse volumique du noyau pour permettre une bonne vitesse 
d’écoulement. La cinétique de transfert de masse est alors optimale [Palsson et al., 2000]. Il 
peut être également incorporé sous forme de petits fragments dispersés, sous forme de 
conglomérat [Palsson et al., 2000].  
 
Les supports plus récents tentent d’allier les propriétés des différents matériaux évoqués 
précédemment pour obtenir les matrices les plus performantes. Le diamètre des particules est 
alors réduit considérablement (jusqu’à 20 µm) et la densité fortement augmentée (jusqu’à 4,4) 
[Theodossiou et al., 2000 ; Palsson et al., 2000 ; Theodossiou et al., 2001; Palsson et al., 
2001; Theodossiou et al., 2002]. Cependant, les particules de trop petite taille peuvent parfois 
bloquer le distributeur. 
 
D’autres supports développés à l’heure actuelle tentent de prendre en compte les 
interactions possibles avec les cellules ou débris cellulaires et sont conçus de façon à limiter 
ces interactions, pour éviter les problèmes d’agglomération et de colmatage. Ainsi, un support 
échangeur d’anions a été mis au point. Il est constitué d’une couche de polymère d’acide 
polyacrylique (PAA) adsorbé par liaisons covalentes à la surface des billes [Dainiak et al., 
2002]. Ce polymère apparaît perméable aux petites molécules, mais semble repousser les 
larges particules chargées négativement comme la plupart des cellules ou des débris 
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cellulaires. Ce système permet de limiter l’adsorption des cellules sur le support donc le 
colmatage mais il n’a pas encore été commercialisé. 
 
Il est en effet important de distinguer les supports commercialisés des supports qui ont 
été conçus et testés en laboratoire mais n’ont pas encore été mis sur le marché, les coûts de 
développement étant considérables. Ces supports tentent d’associer toutes les caractéristiques 
d’un support idéal pour la chromatographie en lit expansé : expansion raisonnable à vitesse 
d’écoulement élevée (pour une productivité intéressante), faible diamètre (pour une diffusion 
intraparticulaire limitée), résistance mécanique (pour une longue durée de vie), procédure de 
nettoyage possible et facile. Seules trois sociétés se sont engagées dans la conception et la 
mise sur le marché de ce type de supports : Amersham Biosciences, UpFront Chromatography 
A/S (Copenhague, Danemark) et Ciphergen (Cergy-St-Christophe, France).  
Les premiers supports ont été commercialisés par la société Amersham Biosciences, 
avec la gamme de supports Streamline, comprenant des supports échangeurs d’ions, 
hydrophobes, chélateurs de métaux ainsi que des supports d’affinité. Ces supports sont 
constitués d’agarose réticulé, dont la densité est augmentée par incorporation de cristaux de 
quartz.  
UpFront Chromatography A/S a ensuite commercialisé les supports FastLine, constitués 
de billes plus petites mais surtout plus denses grâce à leurs noyaux de tungstène, ce qui a 
permis d’augmenter les vitesses d’écoulement, pour garantir une meilleure productivité. La 
société met à disposition des supports échangeurs d’ions, hydrophobes et d’affinité. Ils ne 
sont cependant pas tous validés pour une utilisation dans l’industrie pharmaceutique. Leur 
originalité réside dans de nouveaux types de ligands, « mixed mode ligand », qui sont 
constitués d’un composé de faible masse moléculaire comportant un noyau aromatique, 
auquel peuvent être greffés différents substituants hydrophiles ou ioniques. Ces ligands sont 
compatibles avec des forces ioniques plus élevées, rencontrées dans les moûts de 
fermentation. Ils évitent donc la dilution du milieu qui augmente considérablement les 
volumes de liquide à traiter.  
Aujourd’hui, les supports les plus denses et de plus petit diamètre sont commercialisés 
par la société Biosepra (division de Ciphergen), avec les supports de la gamme Hyper Z, 
constitués de billes de 75 µm de diamètre moyen et d’une densité 3,2. Ces supports sont 
fabriqués à partir d’une matrice d’oxyde de zirconium poreux, dont les pores sont remplis 
d’un hydrogel à base d’acrylate. Cet hydrogel comporte une haute densité de charge, ce qui 
permet une utilisation du support même en présence de forte concentration en sel, et donc 
directement en sortie du fermenteur, sans dilution préalable du milieu. Sa haute densité 
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permet de conserver des vitesses d’écoulement de l’ordre de 300 cm.h-1, même en présence 
d’une forte concentration en biomasse. Cependant, la société ne dispose pour le moment que 
de supports échangeurs d’ions.  
Aujourd’hui, la société Amersham Biosciences tente d’améliorer sa gamme de produits, 
en mettant sur le marché des supports plus denses et plus petits que les supports Streamline, 
Streamline Direct, constitués de noyaux d’acier inoxydable. Ces supports sont également 
compatibles avec des forces ioniques relativement fortes, grâce à des ligands similaires à ceux 
proposés par UpFront Chromatography A/S. 
Le tableau 1 référence les différents supports commercialisés à l’heure actuelle. 
 
De même que les supports, les colonnes utilisées en chromatographie en lit expansé sont 
conçues de manière spécifique. 
 
I - 3 - Conception des colonnes – Distributeur : 
 
Les colonnes de chromatographie en lit expansé sont constituées d’un système de 
distribution du liquide en bas de colonne, qui doit permettre d’obtenir un écoulement le plus 
proche possible de l’écoulement piston idéal avec une bonne stabilité, de façon à obtenir un 
profil des vitesses uniforme sur une section droite de colonne à l’entrée. Les fluctuations, à 
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l’inverse, peuvent provoquer des chemins préférentiels. De plus, le distributeur doit 
permettre le libre passage de la biomasse et ne doit pas endommager les cellules sensibles au 
cisaillement comme les cellules de mammifère. En effet, le cassage de cellules dans le 
distributeur conduit au relargage de composés intracellulaires et peut réduire 
considérablement l’efficacité de la purification par des interactions indésirables entre le 
support et ces composés. 
 
Ces colonnes comportent également un adaptateur mobile dans la partie supérieure 
afin d’ajuster le niveau du liquide en fonction de l’expansion du lit dans la colonne. 
 
Un autre paramètre important est la verticalité de la colonne. En effet, une faible 
déviation induit des hétérogénéités du flux importantes et réduit de ce fait la stabilité du lit. A 
titre d’exemple, Bruce et al. (1999) ont montré qu’une déviation de 0,15° qui n’est pas 
détectable visuellement diminue la capacité dynamique et la stabilité, en particulier pour les 
colonnes de petit diamètre et de façon moins prononcée pour les plus gros diamètres. 
 
De Luca et al. (1994) ont conçu un distributeur constitué 
d’un cône de 5 cm de hauteur et de plusieurs plateaux perforés 
d’un nombre plus ou moins important de trous et disposés à 
différentes distances de l’extrémité inférieure d’une colonne de 
5 cm de diamètre (Figure 6). Une grille située à 2 cm au-dessus 
de ce distributeur permet également de retenir le support. Les 
auteurs ont constaté que l’influence du distributeur est 
relativement complexe, en particulier la valeur des paramètres 
de fluidisation définis par Richardson et Zaki (1954) (§ II-2.2) 
dépend de la conception du distributeur ainsi que de la hauteur 
en lit sédimenté H0. Il semblerait que l’absence de grille 
perforée permette d’améliorer l’écoulement en évitant la 
formation de jets à l’entrée de la colonne, qui favorisent ensuite 
le mélange ainsi que la formation de chemins préférentiels donc 
la dispersion axiale. Celle-ci apparaît également limitée lorsque 
la hauteur de lit sédimenté est plus importante [De Luca et al., 1994 ; Theodossiou et al., 
2002]. Ainsi, une hauteur de lit sédimenté supérieure à deux fois le diamètre de la colonne 
apparaît suffisante pour contre-carrer l’effet des jets dus au distributeur. Ceci confirme les 
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travaux de Bascoul et al. (1988) sur l’influence du distributeur sur un lit fluidisé, qui en ont 
conclu que « le meilleur distributeur pour un lit fluidisé est un lit fluidisé ». 
 
Ce système de distributeur reproduisant les caractéristiques d’un lit fluidisé peut être 
constitué par un lit de billes de verre qui répartissent le flux sur toute la surface [Spence et 
al., 1994 ; Thommes et al., 1996]. Afin d’améliorer la distribution du flux à l’entrée de la 
colonne, un cône est également une alternative envisageable. Reichert et al. (2001) couplent 
ainsi l’effet d’un distributeur conique et d’un lit constitué de billes de verre de 0,5 mm de 
diamètre. 
 
Le système de distribution de flux le plus courant est constitué de plateaux perforés ou 
de grilles. La grille, dotée généralement d’une taille de pores relativement petite (60-70 µm) 
[Whright et al., 1999], a deux fonctions : (i) permettre la distribution du flux et minimiser les 
jets et les chemins préférentiels, particulièrement si la hauteur en lit sédimenté est faible [De 
Luca et al., 1994] ; (ii) confiner le support à l’intérieur de la colonne.  
L’inconvénient majeur de ce type de distributeur réside dans les problèmes de 
colmatage induits dans les cas les plus défavorables, notamment quand la biomasse interagit 
avec le support ou l’équipement, ce qui provoque une restriction et une mauvaise distribution 
du flux ainsi qu’une augmentation de la pression [Anspach et al., 1999 ; Brobjer, 1999 ; 
Feuser et al., 1999]. L’adhésion des cellules au système de distribution peut aller jusqu’à 
l’impossibilité de les décrocher au moment du nettoyage [Walter et al., 2000]. Dans ce cas, le 
démontage de la colonne s’avère inévitable [Anspach et al., 1999 ; Fahrner et al., 1999 ; 
Mullick et Flickinger, 1999]. 
 
Plusieurs types de colonnes sont commercialisés à l’heure actuelle.  
Dans le cas des colonnes Streamline commercialisées par la société Amersham 
Biosciences, le distributeur est constitué d’une grille perforée de quelques trous (Figure 7). 
 
La colonne comporte un adaptateur mobile supérieur ou piston, afin d’en ajuster la 
position en fonction de la hauteur du lit et de l’expansion. Le changement de position de 
l’adaptateur peut être effectué manuellement ou hydrauliquement suivant le modèle. De 
même que le distributeur, l’extrémité du piston est constituée d’une membrane confinant 
l’adsorbant à l’intérieur de la colonne. 
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En acceptant de ne pas obtenir un écoulement piston dans les premiers centimètres du 
bas de la colonne, la grille peut être supprimée et les problèmes de colmatage sont alors évités 
à ce niveau. Un système conçu par la société UpFront Chromatography A/S (Copenhague, 
Danemark) [Zafirakos et Lihme, 1999 ; Lihme et al., 2000], consiste à fermer le bas de la 
colonne, y disposer un barreau aimanté et connecter les tubes d’alimentation latéralement près 
de l’extrémité inférieure (Figure 8). Ainsi, une agitation de l’adsorbant est effectuée en bas de 
la colonne, tandis que la partie supérieure du lit est stable. Zafirakos et Lihme (1999) ont 
montré que plus la vitesse de rotation du barreau aimanté augmente, plus la zone de 
turbulence en bas de colonne est importante. Il s’agit donc de trouver un compromis entre la 
bonne distribution du flux et la zone de mélange dans la partie inférieure de la colonne.  
La faisabilité de ce distributeur utilisant une agitation locale a tout de même été remise 
en question [Anspach et al., 1999], en particulier à large échelle [Dielh, 1998], à cause de la 
zone de mélange qui se révèle trop importante pour être contrôlée. L’augmentation de la 
hauteur de lit sédimenté, comme le suggèrent De Luca et al. (1994) comme solution 
éventuelle, apparaît trop coûteuse à échelle industrielle. 
Dans ce système, le piston est remplacé par une canne en verre qui ne comporte pas de 
membrane particulière et qui fonctionne comme un siphon. Ceci a l’avantage de ne pas poser 
de problème de colmatage en présence de cellules, cependant les billes adsorbantes peuvent 
être élutriées hors de la colonne puisqu’elles ne sont plus bloquées, notamment dans les cas 
où la viscosité du liquide ou la vitesse de l’écoulement est trop importante. Mullick et 
Flickinger (1999) rapportent ainsi une élutriation maximale des billes de 0,15%. 
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De nouveaux systèmes de distribution plus complexes ont été depuis développés 
[Hubbuch et al., 2002] (Figure 9), afin de garantir le profil piston de l’écoulement, 
notamment pour les colonnes de gros diamètre dans lesquelles la répartition du flux est plus 
difficile [Zafirakos et Lihme, 1999]. Ce système est constitué de 12 tubes radiaux rotatifs 
convergeant au niveau d’une chambre centrale. Chaque tube est perforé de plusieurs trous 
faisant face à la partie inférieure de la colonne. La rotation du système engendre l’apparition 
d’un léger vortex qui dépend de la vitesse de rotation, du nombre, de la taille et de 
l’emplacement des trous mais qui ne semble pas affecter les propriétés du lit. Ainsi, une zone 
de turbulence relativement restreinte est établie par les jets, sous les rayons du distributeur. 
 
Ce système a été repris par UpFront Chromatography A/S pour les colonnes de la 
gamme Fast Line de diamètre 100 et 200 cm  (Figure 10). Plus récemment, Amersham 
Biosciences a commercialisé une nouvelle gamme de colonnes, Streamline Direct, qui utilise 
un système de distribution similaire, constitué de 4 tubes rotatifs de ce type (Figure 11). 
Cependant, ces colonnes peuvent présenter des difficultés de nettoyage et d’extrapolation à 
échelle industrielle, à cause de la complexité du distributeur. 
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 Ainsi, les concepteurs de colonnes de chromatographie en lit expansé se heurtent à la 
difficulté de trouver un compromis entre la formation d’un écoulement piston idéal et un lit 
stable, avec un distributeur de flux adapté, et des systèmes simples utilisables en industrie, qui 
ne posent de problème ni de colmatage ni de nettoyage. 
 
I - 4 - Procédure expérimentale : 
 
Le protocole expérimental de la chromatographie en lit expansé diffère peu de celui de 
la chromatographie en lit fixe, la principale différence étant la direction du flux de liquide. La 
séquence d’une chromatographie comporte cinq étapes successives : équilibration, application 
de l’échantillon, lavage, élution et nettoyage (Figure 12). 
 
I - 4.1 - Equilibration :  
 
Au cours de l’équilibration, le tampon adéquat est injecté dans la colonne par un flux 
ascendant. Le lit de porosité interstitielle initiale d’environ εi0 = 0,4 est habituellement 
expansé d’un facteur 2 à 3, augmentant ainsi le vide entre les billes adsorbantes. La stabilité 
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du lit résultant peut être vérifiée visuellement ou bien par un test de la répartition du temps de 
séjour par injection d’un pulse ou d’un échelon de traceur de type acétone. 
 
I - 4.2 - Injection de l’échantillon : 
 
Après équilibration, le milieu non clarifié est injecté dans le lit stabilisé. Les protéines 
cibles se lient aux particules adsorbantes, tandis que les débris cellulaires, cellules et autres 
contaminants passent à travers la colonne sans être retenus. Le milieu de culture étant 
généralement de viscosité supérieure à celle du tampon d’équilibration, l’expansion du lit peut 
augmenter si la vitesse d’écoulement n’est pas réduite. Un phénomène de sous-expansion 
durant l’injection de l’échantillon a également été rapporté [Chase et Draeger, 1992 ; Gibert et 
al., 2000]. Les auteurs émettent dans ce cas l’hypothèse d’une augmentation de la masse 
volumique des billes au cours de l’adsorption des protéines capturées par le support mais il 
semble plus probable que la baisse d’expansion soit en fait liée à la formation de chemins 
préférentiels. 
 
I - 4.3 - Lavage :  
 
Un lavage, également effectué en flux ascendant, permet ensuite d’éliminer les espèces 
résiduelles faiblement liées telles que les cellules et débris. L’efficacité de clarification 
dépend directement de cette étape de lavage.  
L’élimination de toutes les cellules peut nécessiter de larges volumes, augmentant la 
durée de procédure et le coût. Hjorth et al. (1995) ont démontré que vingt volumes de lit 
sédimenté de solution de lavage sont nécessaires pour réduire le nombre de cellules par un 
facteur de 105 dans le cas où des billes de support Streamline ont été mises en présence d’un 
homogénat de bactéries Escherichia coli. Ce volume peut être réduit en utilisant des solutions 
de viscosité plus élevée [Draeger et Chase, 1991 ; Chang et al., 1995 ; Chang et Chase, 1996]. 
 
I - 4.4 - Elution :  
 
Pour l’étape d’élution, avec les colonnes Streamline, la direction du flux peut être 
inversée et la protéine capturée est éluée de la colonne dans un lit sédimenté, par des 
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conditions de tampon adéquates. On retrouve ainsi des conditions d’élution d’une 
chromatographie en lit fixe ; des gradients peuvent par exemple être utilisés sans difficulté. 
Pour cela, le flux de liquide est stoppé et les particules adsorbantes sédimentent 
rapidement à l’intérieur de la colonne. L’adaptateur mobile est alors placé en position basse, à 
la surface du lit sédimenté, afin que la protéine soit éluée par un flux descendant, dans un 
volume de liquide réduit. L’éluat contient donc la protéine d’intérêt concentrée, clarifiée et en 
partie purifiée.  
Cependant, pour des raisons d’hygiène et de sûreté biologique, les parties mobiles de 
l’appareillage peuvent être indésirables. L’adaptateur reste alors en position haute et l’élution 
est réalisée en mode expansé, augmentant dès lors le temps et le volume d’élution [Hjorth et 
al., 1995 ; Thömmes et al., 1996]. 
Avec les colonnes de type UpFront, l’élution ne peut pas être effectuée en mode 
sédimenté, car l’inversion du flux est impossible. Cette étape est donc réalisée en mode 
expansé, ce qui peut réduire considérablement la concentration finale de la protéine d’intérêt 
mais ce type d’élution présente toutefois de nombreux avantages. En effet, Lihme et al. 
(1999) expliquent que l’utilisation de ces colonnes permet de simplifier la procédure et 
d’éviter, par rapport au lit sédimenté d’une part, l’agglomération des particules de support du 
fait d’un tassement, et d’autre part, les problèmes de pression.  
 
I - 4.5 - Nettoyage en place : 
 
Après l’élution, le lit est régénéré par un premier lavage, en utilisant des tampons 
spécifiques. Une procédure de nettoyage chimique drastique, « cleaning in place » (CIP) ou 
« nettoyage en place » (NEP) est ensuite appliquée, afin d’éliminer les substances précipitées 
ou dénaturées, liées de façon non spécifique, et rétablir les performances initiales de la 
séparation. Comme pour tout support de chromatographie, cette étape peut être réalisée avec 
des agents comme 1 M NaOH et 2 M NaCl, des solutions d’éthanol aqueux à une 
concentration pouvant aller jusqu’à 70% ou 6 M urée. Ce nettoyage est réalisé directement 
dans la colonne en mode expansé ou sédimenté.  
L’application d’un moût de fermentation sur l’adsorbant expose la matrice à des acides 
nucléiques, des lipides ou des composés cellulaires qui sont habituellement éliminés lors de 
l’étape de clarification. Les étapes de lavage et de NEP sont donc ici essentielles, les cellules 
adsorbées sur le support pouvant provoquer l’agrégation des billes. Les particules adsorbantes 
ont alors des vitesses de sédimentation différentes, conduisant à la formation de chemins 
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préférentiels, ce qui affecte la classification et donc les performances du lit. C’est la raison 
pour laquelle une procédure de NEP basée sur l’utilisation combinée de NaOH, NaCl, éthanol 
[Chang et Chase, 1996] et urée [Chang et al., 1995] doit impérativement être réalisée à la fin 
de chaque expérimentation. 
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Afin de prédire puis d’optimiser les performances de la chromatographie en lit 
expansé, de nombreux auteurs tentent de modéliser l’écoulement et les phénomènes de 
transfert de masse. 
 
II - 1 - La fluidisation :  
 
Une particule (de diamètre dP et de masse volumique ρSP) mise en suspension dans un 
fluide (de masse volumique ρL et de viscosité dynamique ηL) par un flux ascendant, est 
soumise à l’action de trois forces : le poids (Equation 1), la force de portance (ou force 
d’Archimède, Equation 2) et la force de traînée (ou force de pression, Equation 3). Les deux 
premières sont indépendantes de la vitesse u d’écoulement, tandis que la dernière est toujours 
dirigée en sens opposé à la vitesse. 
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A l’équilibre, le total des forces d’interaction exercées sur la particule par le fluide 
environnant doit contrebalancer son poids relatif.  
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Dans un lit de particules, les billes de support ne sont pas isolées les unes des autres, 
mais en  première approximation, l’influence des particules environnantes est négligée. La 
vitesse utilisée dans ces équations est alors la vitesse superficielle (cm.h-1), ratio du débit 
(cm3.h-1) sur la section de colonne (cm²).  
Les forces de pression, pour l’ensemble du lit, sont caractérisées par la perte de charge 
∆P apparaissant à la traversée du lit, qui dépend des masses volumiques du support poreux 
(ρSP) et du liquide ρL, de la hauteur du lit expansé H et du taux de vide du lit εi (Equation 4) : 
 
∆P = (1 - εi).(ρSP - ρL).g.H                                                                                Equation 4 
 
La force de traînée étant dépendante de la vitesse superficielle, deux valeurs limites de 
cette vitesse vont définir le point à partir duquel le lit de particules est immobile ou au 
contraire entraîné par l’écoulement. Entre ces deux limites, les particules sont « en suspension 
libre » et le lit est « fluidisé ».  
 
La vitesse minimale de fluidisation umf correspond à la vitesse à laquelle le lit est 
constitué de particules immobiles mais à la limite du mouvement. En régime laminaire, cette 
vitesse dépend du diamètre des particules dp, des masses volumiques du solide ρSP et du 
liquide ρL , de la viscosité dynamique du liquide ηL et du taux de vide du lit εi (Equation 5) : 
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La vitesse terminale de fluidisation ut est définie par la valeur à partir de laquelle les 
forces d’Archimède et de traînée excèdent le poids, l’adsorbant étant alors élutrié hors de la 
colonne. ut est décrit par la loi de Stokes (Equation 6) pour un nombre de Reynolds terminal 
Ret < 2 : 
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t 18
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=                    Equation 6 
 
La loi de Stokes (équation 6) montre que l’expansion dépend de la masse volumique et 
du diamètre des particules ainsi que des propriétés du liquide. Cette équation montre 
également qu’une différence de masse volumique suffisante, donc une différence de vitesse 
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terminale de fluidisation entre les particules adsorbantes et les cellules, est nécessaire pour la 
fluidisation du support et une bonne clarification du milieu.  
 
II - 2 - Expansion et classification : 
 
La particularité de la chromatographie en lit expansé réside dans la distribution de 
taille des particules adsorbantes, conduisant à la classification du support au sein de la 
colonne. C’est ce phénomène que différents auteurs ont tenté d’expliquer et de modéliser. 
 
II - 2.1 - Classification :  
 
Plusieurs auteurs ont étudié la répartition du support au sein du lit en effectuant des 
prélèvements au cours de l’expansion à différentes hauteurs ou positions radiales [Hanson, 
1995 ; Chase et al., 1998 ; Bruce et al., 1999 ; Bruce et Chase, 1999 ; Clemmitt et al., 1999 ; 
Willoughby et al., 2000 ; Yun et al., 2004]. En particulier, Bruce et Chase (2001) ont montré 
que, dans la partie supérieure d’un lit expansé d’une hauteur totale de 50 cm, le diamètre des 
particules est plus petit et le taux de vide plus élevé. Ainsi, la quantité d’adsorbant y est moins 
importante. La classification apparaît 
clairement : l’échantillon prélevé à 10 cm du 
bas de la colonne est constitué de particules de 
220 µm de diamètre, tandis que l’échantillon 
prélevé à 40 cm comporte des billes de 
diamètre moyen 140 µm (Figure 13). 
Cependant, les billes de diamètre moyen 
semblent se retrouver partout au sein de la 
colonne [Willoughby et al., 2000 ; Bruce et 
Chase, 2001]. De plus, ces auteurs ont montré 
qu’à chaque hauteur, la différence de taille de 
particules est faible entre le centre et la paroi, 
ce qui laisse penser que la distribution radiale 
est négligeable. 
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Même si la stratification du support semble caractéristique de la technique de 
chromatographie en lit expansé, ce phénomène n’apparaît pas systématique. En effet, des 
auteurs ont observé qu’avec des billes de support 6AS (UpFront Chromatography A/S) de 
masse volumique élevée, composées de 6% d’agarose autour d’un noyau d’acier inoxydable 
(60-250 µm), la même distribution de taille des billes se retrouve localement et sur l’ensemble 
de la colonne, témoignant d’une absence de classification [Tong et Sun, 2002]. Il s’agit 
cependant du seul exemple rapporté de chromatographie en lit expansé sans stratification. 
 
II - 2.2 - Modélisation du degré d’expansion :  
 
Les équations qui régissent l’expansion d’un lit expansé sont en fait issues des études 
sur le lit fluidisé [Thömmes, 1997 et Anspach et al., 1999]. Ainsi, de nombreuses corrélations, 
référencées dans la revue de Di Felice (1995), décrivent la fluidisation des particules, la plus 
utilisée étant la loi empirique de Richardson et Zaki (1954), qui met en évidence 
l’interdépendance du taux de vide interstitiel εi et de la vitesse superficielle u par deux 
paramètres : la vitesse terminale de fluidisation ut et l’index d’expansion n (Equation 7).  
 
u = ut.εi
n
                                                                                                             Equation 7 
 
εi est défini à partir de l’équation de McCabe (1985) qui met en relation le taux de vide 
du lit sédimenté εi0, la hauteur du lit fluidisé H et la hauteur du lit sédimenté H0 (Equation 8), 
suivant le principe de conservation de la phase solide au cours de la fluidisation.  
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 0i
0 ε
−ε
=
                                                                                                   Equation 8 
 
L’index d’expansion n dépend du régime d’écoulement et de l’effet de bord, pour des 
colonnes de diamètre dC relativement faible par rapport au diamètre des particules dP. De 
nombreux auteurs proposent ainsi des relations permettant de calculer n, en fonction du 
régime d’écoulement (Equations 9, 10 et 11) [Di Felice, 1995]. 
 
n = 4,65 + 19,5 dP / dC                       pour Ret < 0,2                                          Equation 9 
n = (4,35 + 17,5dP / dC).Ret- 0,03        pour 0,2 < Ret < 1                                 Equation 10 
n = (4,45 + 18dP / dC).Ret- 0,1            pour 1 < Ret < 500                                 Equation 11 
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Ainsi, la relation la plus utilisée est la corrélation de Richardson - Zaki (1954). 
Cependant, cette équation n’est en théorie valable que pour des particules monodisperses, de 
même masse volumique, non poreuses, sphériques et de diamètre supérieur à 100 µm. De 
plus, cette corrélation conduit à l’utilisation de la loi de Stokes pour le calcul de la vitesse 
terminale de fluidisation, qui s’applique uniquement dans le cas d’une particule isolée en 
milieu infini. 
Bien que beaucoup d’auteurs persistent à appliquer cette corrélation au lit expansé 
[Draeger et Chase, 1991 ; Thommes, 1997 ; Hjorth et al., 1998 ], l’utilisation de cette 
équation dans le cas de cette technique a de nombreuses fois été remise en question [De Luca 
et al, 1994 ; Griffith et al., 1997 ; Theodossiou et al., 2002], en particulier à cause du fait que 
les particules ne sont pas sphériques [Finette et al., 1996] ou bien à cause de leur 
agglomération dans certains cas de viscosité élevée par exemple [Karau et al., 1997]. En effet, 
la loi de Stokes indique qu’une augmentation de la viscosité du liquide abaisse la vitesse 
terminale de fluidisation. Cependant, pour des liquides visqueux (de l’ordre de 3-4 mPa.s 
équivalents à 30% v/v de glycérol) pour lesquels un phénomène d’agglomération des billes 
est noté, une baisse de l’expansion est observée, ce qui est confirmé par Karau et al. (1997). 
Lin et al. (2004) insistent sur le fait que la corrélation de Richardson-Zaki n’est pas applicable 
en lit expansé et dans aucun système contenant de la biomasse. Ils sont alors les premiers à 
utiliser l’index d’expansion n ainsi que ut pour caractériser l’expansion du lit en présence de 
biomasse, en expliquant que dans ce cas, ut représente une valeur obtenue par extrapolation de 
la relation de linéarité entre u et i dans une situation virtuelle, dans laquelle l’influence des 
particules adsorbantes voisines sur la vitesse terminale d’une seule particule est négligée et 
dans des conditions d’interaction cellules/support particulières. 
Dans la mesure où la distribution de taille et de masse volumique des particules ainsi 
que le système de distribution du flux peuvent avoir un effet sur les propriétés de fluidisation, 
il apparaît en effet difficile d’établir des corrélations prenant en compte toute la complexité de 
l’écoulement. 
 
De Luca et al. (1994) ainsi que Theodossiou et al. (2002) ont montré que l’expansion 
dépend de la hauteur du lit sédimenté. Ainsi, à une même vitesse superficielle, l’expansion est 
plus faible avec une hauteur de lit sédimenté réduite, ceci étant probablement dû à la présence 
de chemins préférentiels formés en bas de colonne.  
 
Des travaux réalisés en lit fluidisé laissent penser que l’expansion dépend également de 
l’introduction ou non d’éléments mécaniques stabilisateurs, comme un barreau aimanté 
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[Bascoul et al., 1991] qui semble provoquer une surexpansion, ou la compartimentation de la 
colonne par des plateaux perforés [Buijs et Wesslingh, 1980] qui a tendance, à l’inverse, à 
diminuer le degré d’expansion. Ces observations ont été confirmées en lit expansé par De 
Luca et al. (1994) et Theodossiou et al. (2002). 
Les variations de l’expansion induites par une modification de vitesse superficielle ou 
de propriété physique comme la viscosité du liquide semblent également complexes à prédire 
et quantifier. En effet, une augmentation de la vitesse superficielle induit une réponse 
simultanée de l’expansion jusqu’à un seuil correspondant à une valeur d’équilibre [Gibilaro et 
al., 1984, Poncelet et al., 1990]. A l’inverse, une modification de propriété physique du 
liquide se traduit par un changement de l’expansion après un temps de latence non 
négligeable (Figure 14). On est cependant en droit de se demander si ce comportement est 
réellement lié au phénomène de fluidisation ou si tout simplement, le passage d’une solution 
d’une viscosité à une autre n’est pas aussi instantané qu’un changement de vitesse 
d’écoulement dans la colonne. 
 
Ainsi, la modélisation des phénomènes d’expansion et de classification se heurte à la 
difficulté de trouver des corrélations valables en lit expansé, prenant en compte tous les 
paramètres (vitesse, propriétés du fluide, présence des cellules, …) et la complexité de la 
technique. 
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II - 3 - Modélisation de la chromatographie en lit expansé : 
II - 3.1 - Les modèles globaux : 
 
La plupart des auteurs cherchent à caractériser l’efficacité ou la stabilité du lit expansé 
à l’aide de modèles simplifiés, qui ne prennent pas en compte toute la complexité 
hydrodynamique du système mais se basent uniquement sur la caractérisation du mélange. 
Le modèle mathématique le plus utilisé et le plus simple est celui de Levenspiel 
(1972). Ce modèle est basé sur le calcul des moments de premier et second ordre, le temps de 
séjour τ et la variance σ2 respectivement, à partir d’expérimentations simples d’impulsions de 
traceurs adéquats.  
A partir de la détermination du temps de séjour et de la variance, le modèle de 
dispersion [Levenspiel, 1972], repris par de très nombreux auteurs [Thömmes et al., 1995 ; 
Chang et Chase, 1996 ; Bruce et Chase, 1999 ; Wright et al., 1999 ; Bruce et Chase 2001 ; 
Bruce et Chase 2002]  permet de déterminer le coefficient de dispersion axiale DaxL 
(Equation 12), ainsi que les nombres adimensionnels de Bodenstein Bo (Equation 13) ou de 
Peclet particulaire PeP (Equation 14), afin de caractériser la dispersion globale dans la 
colonne.  
 
2
H . u
    D i2
2
Lax ⋅τ
σ
=                                                                                            Equation 12 
 
  
D
H . u
   Bo
Lax
i
=                                                                                                    Equation 13 
 
 
D
d . u
  Pe
Lax
Pi
P =                                                                                                  Equation 14 
 
ui représente la vitesse interstitielle définie par le ratio de la vitesse superficielle u sur le taux 
de vide interstitiel i . 
 
 Cependant, ces équations, notamment pour le calcul du nombre de Bodenstein, 
répondent à des hypothèses de faible dispersion. Certains auteurs préfèrent alors utiliser 
l’équation générale [Levenspiel, 1972] pour déterminer le nombre de Bodenstein (Equation 
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15) [Karau et al, 1997 ; Theodossiou et al., 2002 ; Chen et al., 2003 ; Tong et al., 2003 ; Xue 
et Sun, 2003] : 
 
( )Bo-22
2
exp-1  
Bo
2
 - 
Bo
2
  ⋅=
τ
σ
                                                                          Equation 15 
 
Le modèle de réacteurs en série  [Danckwerts, 1953] permet, lui, de calculer le 
nombre de plateaux théoriques global N ainsi que la hauteur équivalente en plateaux 
théoriques HEPT, couramment utilisés en chromatographie en lit fixe (Equations 16 et 17) 
pour décrire l’efficacité globale de la séparation. Il est également utilisé par de nombreux 
auteurs dont Goto et al. (1995), Chang et Chase (1996) ou Yamamoto et al. (1999) .  
 
2
2
  N
σ
τ
=                                                                                                             Equation 16 
N
H
  HEPT =                                                                                                      Equation 17 
 
Ces deux modèles sont légitimement applicables à la chromatographie en lit fixe. 
Cependant, même s’ils sont utilisés par plusieurs auteurs, leur extrapolation à la 
chromatographie en lit expansé reste controversée [Palsson et al., 2001 ; Theodossiou et al., 
2002 ; Fenneteau et al., 2003].  
Ainsi, Palsson et al. (2001) expliquent que ces équations ne sont pas adaptées au lit 
expansé, car l’unité de mesure utilisée, la hauteur de colonne ou bien le temps de séjour, 
dépend directement du degré d’expansion. Le coefficient de dispersion axiale ainsi que le 
nombre de Bodenstein ou de Peclet ne sont donc plus utilisables. Les auteurs proposent 
cependant de définir un nombre de plateaux théoriques et une hauteur équivalente en plateaux 
théoriques adaptés au lit expansé, NEB et HEPTEB respectivement, qui prennent en compte 
l’influence du taux d’expansion sur l’efficacité (Equations 18 et 19), afin de pouvoir 
comparer des expériences réalisées dans des conditions opératoires différentes. 
 
2
0
EB
H
H
N
  N








=                                                                                                   Equation 18 
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H
  HEPT  HEPT                                                                                  Equation 19 
 
Les auteurs signalent également l’importance du choix du traceur. En effet, 
l’utilisation de traceurs qui pénètrent ou non dans les pores du support adsorbant amène une 
discussion légitime que les expérimentateurs négligent parfois, source supplémentaire de 
confusion. Ainsi, Bruce et Chase (2001) rappellent que le bleu dextran, étant une large 
molécule (2 MDa), ne peut pas diffuser dans les pores, tandis que l’acétone, petite molécule, y 
a accès librement. L’utilisation exclusive de l’acétone surestime donc le taux de vide 
accessible aux protéines et par ailleurs, la dispersion apparaît plus grande, car elle comprend 
également la diffusion intraparticulaire. Ainsi, ce type de traceur ne permet pas de distinguer 
les problèmes de dispersion liés à l’écoulement dans l’espace interstitiel de ceux liés à la 
diffusion dans les pores [Goto et al.,1995]. 
 
Enfin, ces différents modèles ont été utilisés dans le cas de supports fluidisés dans du 
tampon aqueux [Thömmes et al., 1995 ; Chang et Chase, 1996] et sont basés sur des 
hypothèses de distribution homogène du fluide, d’absence de chemins préférentiels, de zones 
stagnantes ou d’agrégats.  
 
Des modèles plus avancés ont donc été développés, prenant en compte la complexité et 
la dynamique du système. Fernandez-Lahore et al. (1999, 2000, 2001) ainsi que Lin et al. 
(2001, 2002, 2003, 2004) ont notamment utilisé le modèle représentatif de la distribution des 
temps de séjour dans un réacteur semi-infini à dispersion axiale avec zones stagnantes (PDE) 
qui schématise le lit expansé par un réacteur divisé en deux parties, une zone statique et une 
zone dynamique, du transfert de masse s’opérant entre les deux [van Swaaij et al., 1969 ; 
Villermaux et van Swaaij, 1969]. Ainsi, trois paramètres sont déterminés : le nombre de 
Peclet (Pe) décrivant la dispersion axiale, la fraction du lit correspondant à la zone dynamique 
(ϕ) et l’échange de matière entre cette zone et la zone stagnante caractérisé par un nombre 
d’unités de transfert (NPDE) (Figure 15).  
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Différents cas sont ainsi distingués [Fernandez-Lahore et al., 1999] :  
  Un système bien expansé (sans cellules ni débris cellulaires), caractérisé par un 
haut degré de classification et un comportement hydrodynamique proche du piston : ϕ = 0,9 ; 
Pe > 70. 
  Un système bien expansé, en présence d’une faible concentration en biomasse (2-
5% masse sèche), avec un adsorbant sans interaction non spécifique, impliquant une bonne 
classification. Un degré modéré de stagnation se développe : ϕ = 0,8 – 0,9 ; Pe ≥ 40 ; NPDE ≥ 
7-10. 
  Un système comportant du mélange en bas de colonne, conduisant à une mauvaise 
distribution du flux et à la formation d’agrégats, dans le cas d’une concentration modérée en 
biomasse (5% masse sèche):  0,5 ≤ ϕ ≤ 0,7 ; Pe ≥ 40 ; NPDE ≤ 1-2. 
 Un système caractérisé par du mélange dans toute la colonne et par de nombreuses 
agglomérations, dans le cas d’une concentration en biomasse élevée ( ≥ 7-10% masse sèche) :  
ϕ < 0,5 ; Pe = 20-40 ; 4 ≤ NPDE ≤ 7. 
 
Ces modèles caractérisent l’efficacité de la séparation d’un point de vue global sur 
l’ensemble de la colonne. La description des phénomènes de transfert de masse est rendue 
plus difficile par le fait que la dispersion axiale ainsi que la capacité dynamique d’adsorption 
ne sont pas homogènes dans la colonne. En effet, Bruce et Chase (2001) ont montré que la 
dispersion axiale est plus élevée en bas de colonne. Ces mêmes auteurs ont également mis en 
évidence que moins de la moitié de la quantité protéique s’adsorbe dans la zone supérieure du 
lit expansé, comprise entre 25 et 40 cm, dû à un taux de vide plus élevé, et donc une plus 
faible proportion de phase solide. Cependant, cette baisse de proportion de phase solide est en 
partie compensée par une capture rapide, puisque la capacité dynamique de la zone supérieure 
excède de 20% celle de la zone inférieure (jusqu’à 25 cm au-dessus du distributeur), ceci 
 
ϕ, Pe, NPDE 1-ϕ 
 
ϕ : fraction de zone dynamique 
 
NPDE : transfert de masse entre les 
     zones dynamique et stagnante 
 
Pe : Peclet (dispersion axiale) 
zone 
dynamique 
(stable) 
zone 
stagnante 
Modélisation et limitations du transfert de masse en lit expansé                             ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 
 - 57 -
pouvant s’expliquer par une dispersion plus faible dans la phase liquide ainsi que par un 
diamètre des particules adsorbantes plus petit, l’ensemble de ces deux phénomènes conduisant 
à une faible résistance au transfert de masse. 
 
Ainsi, il apparaît important de pouvoir distinguer et de quantifier les différentes 
résistances au transfert de masse, pour déterminer la résistance au transfert limitante. 
En effet, la nature du ligand et de son greffage à la surface de la bille adsorbante, la 
cinétique et l’équilibre d’interaction protéine / ligand, le transfert de masse interne dans les 
pores (diffusion dans les pores) et le transfert de masse externe dans la couche limite (transfert 
externe) ainsi que la dispersion dans les phases liquide et solide, influent sur l’adsorption en 
lit expansé [Hjorth et al., 1995]. Les performances de cette adsorption peuvent être 
représentées par l’analyse d’une courbe de perçage ou la mesure de la capacité dynamique. 
Cependant, l’influence des différents paramètres sur la dispersion ou l’efficacité est rendue 
compliquée par l’interdépendance de certains d’entre eux comme la vitesse interstitielle ui, le 
degré d’expansion H/H0 et la distribution des particules.  
 
II - 3.2 - Modèles plus complexes : 
 
Les premiers modèles de chromatographie en lit expansé, cherchant à déterminer les 
différents paramètres liés aux résistances au transfert de masse, apparaissent en 1990 avec les 
travaux de Draeger et Chase (1990) qui se basent sur le modèle de Horstmann et Chase (1989) 
pour prédire les performances d’un lit expansé en adaptant les modèles habituellement 
appliqués au lit fixe.  
Plus tard, les corrélations du modèle de Hall (1966) et de Slater (1992) sont reprises 
afin de calculer respectivement le nombre d’unités de transfert lié à la diffusion dans les pores 
NPore et au transfert externe NFilm. Karau et al. (1997) adaptent alors ces équations au lit 
expansé en introduisant la corrélation de Richardson et Zaki, afin de prendre en compte la 
dépendance du taux de vide avec la vitesse. Ils déterminent ainsi un ratio NFilm / NPore, qui 
permet de quantifier l’effet relatif de ces deux contributions au transfert de masse sur 
l’adsorption. Si ce ratio est très supérieur à 1, la limitation du transfert provient de la diffusion 
dans les pores. Si ce ratio est très inférieur à 1, le processus est gouverné par le transport de 
masse externe.  
Un modèle plus complexe, développé initialement par Veeraraghavan et Fan (1989), est 
amélioré par Wright et Glasser (2001), qui reprennent les équations de continuité en 
Modélisation et limitations du transfert de masse en lit expansé                             ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 
 - 58 -
distinguant les cas de diffusion homogène dans un support micro-poreux et de diffusion dans 
les macro-pores, et les adaptent au lit expansé. Les auteurs développent ainsi un modèle, 
repris plus tard par Tong et al. (2002) et Chen et al. (2003), qui prend en compte la dispersion 
axiale dans les phases liquide et solide, le transfert de masse externe et la diffusion dans les 
pores, mais qui n’inclut pas encore la distribution de taille des particules.  
 
De ce fait, les modèles actuels tentent de prendre en compte un degré de complexité 
supplémentaire, en intégrant la distribution de taille des billes adsorbantes. Les auteurs 
s’appuient sur des expériences de prélèvements et d’analyses des échantillons à différentes 
hauteurs de lit au sein de la colonne [Chase et al., 1998 ; Bruce et al., 1999 ; Bruce et Chase, 
1999 ; Clemmitt et al., 1999 ; Willoughby et al., 2000a, 2000b ; Bruce et Chase, 2001 ]. En 
2003, Tong et al. ont développé un modèle qui prend en compte la distribution axiale des 
diamètres moyens dans la colonne, mais la distribution du taux de vide dans la colonne reste 
alors ignorée, tandis que Bruce et Chase (2002) insistent sur l’importance de prendre en 
compte cette distribution du taux de vide pour affiner les modèles. C’est en 2004 que les 
auteurs Kaczmarski et Bellot introduisent dans leurs modèles, les deux distributions : 
distribution de taille des particules et distribution de la porosité du lit. Ces modèles sont basés 
sur le « general rate model » [Ruthven, 1984 ; Suzuki, 1990 ; Berninger et al., 1991 ; 
Guiochon et al., 1994 ; Kaczmarski et al., 2001].  Deux modèles sont alors comparés : i) le 
premier modèle considère une distribution axiale de taille des particules (corrélation de Tong 
et Sun, 2002) et de porosité du lit (adaptation de la corrélation de Tang et Fan, 1990) ; ii) le 
deuxième modèle considère que la distribution de taille des billes se retrouve également à 
l’échelle locale donc qu’il n’y a pas de classification (modèle de Kaczmarski et Bellot 
(2003)). Ces modèles, qui restent cependant à valider, reposent sur les observations de Tong 
et Sun (2002), qui ont montré que, dans le procédé de chromatographie en lit expansé, la 
classification ne s’opère pas de la même façon suivant la conception de l’adsorbant. Ainsi, 
avec des billes de support 6AS, le phénomène de stratification n’a pas lieu tandis qu’avec le 
support Streamline à base de quartz, la classification s’opère de façon nette avec une 
décroissance du diamètre moyen des particules avec la hauteur de colonne.  
 
II - 4 - Les résistances au transfert de masse : 
 
En lit fixe, la diffusion dans les pores (transfert interne) apparaît souvent comme la 
limitation au transfert de masse prédominante [Thömmes, 1997 ; Horstmann et Chase, 1998]. 
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En plus des résistances au transfert de masse classiques (dispersion dans la phase liquide, 
transferts de masse interne et externe), le procédé de chromatographie en lit expansé est 
également affecté par la dispersion de la phase solide. En outre, les lits expansés montrent une 
variation axiale de la taille des particules, du taux de vide et de la vitesse interstitielle qui 
accentuent la complexité et l’interdépendance des phénomènes mis en jeu. 
 
II - 4.1 - L’équilibre d’adsorption : 
 
Il caractérise l’interaction protéine-ligand à l’équilibre, l’affinité d’une molécule pour 
le support. A l’équilibre, la quantité de protéines adsorbées sur les particules (q) dépend 
directement de la concentration protéique en soluté dans la phase liquide (C) et n’est pas liée à 
la configuration du système. Ainsi, des isothermes d’adsorption peuvent être obtenues par des 
expériences réalisées simplement en réacteur fermé agité, afin de déterminer la capacité 
d’adsorption à l’équilibre de l’adsorbant, dans des conditions opératoires données.  
Les isothermes d’adsorption sont alors corrélées à l’équation de Langmuir (Equation 
20) qui lie la capacité maximale du support à l’équilibre Qm (g.L-1) et la constante de 
dissociation Kd (g.L-1) :  
 
C  K
C.Q
  q
d
m
+
=                                                                                                    Equation 20 
 
II - 4.2 - La dispersion dans la phase liquide : 
 
Des corrélations valables pour caractériser la dispersion axiale dans la phase liquide 
semblent manquer en chromatographie en lit expansé. 
  
De même qu’en chromatographie en lit fixe, la dispersion dans la phase liquide est 
généralement quantifiée par le nombre de Bodenstein Bo (ou de Peclet Pe) ou le coefficient de 
dispersion axiale dans la phase liquide DaxL, par le biais d’une étude des temps de séjour, 
réalisée à partir de l’injection d’un traceur. 
 
 
Le traceur le plus couramment employé est l’acétone [Chase et Draeger, 1992 ; Chang 
et Chase, 1996 ; Karau et al., 1997 ; Wright et al., 1999] mais l’on trouve également 
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l’utilisation de bleu dextran [Thömmes et al., 1995],  de NaCl [Goto et al., 1995], de 
tryptophane ou de fluorescéine [Fernandez-Lahore et al., 1999], de NaBr ou LiCl [Fernandez-
Lahore et al., 2000 ; Lin et al., 2001]. Ces différents traceurs de taille différente, ne permettent 
pas de prendre en compte les mêmes résistances au transfert de masse et les résultats 
correspondants ne doivent donc pas être traités avec les mêmes équations.  
 
 Un nombre croissant d’auteurs remet en cause l’utilisation des équations établies en lit 
fixe pour le calcul du nombre de Bodenstein et du coefficient de dispersion, mais qui ne 
répondent pas aux critères expérimentaux du lit expansé, ce qui peut expliquer la divergence 
de certains résultats [Palsson et al., 2001 ; Theodossiou et al., 2002 ; Fenneteau et al., 2003]. 
Ces résultats sont donc à nuancer, et ce d’autant plus que l’utilisation des traceurs de petite 
taille pénétrant dans les pores du support ne s’accompagne pas toujours d’une analyse 
rigoureuse. Ainsi, de nombreuses études ont été réalisées sur l’influence de divers paramètres 
(vitesse superficielle, hauteur de colonne, viscosité) sur la dispersion dans la phase liquide, 
dont certaines se contredisent parfois, du fait de la mauvaise utilisation des modèles 
mathématiques.  
Quelques tendances semblent tout de même se dégager. 
La dispersion axiale apparaît dépendante du ratio hauteur de lit sédimenté sur 
diamètre de colonne H0/dC [Thommes et al., 1995]. La dispersion étant plus importante en 
bas de colonne à cause de la présence de chemins préférentiels [De Luca et al., 1994 ; Hjorth 
et al., 1995 ; Karau et al., 1997 ; Bruce et Chase, 2001], plus la hauteur de colonne est 
importante, plus ces instabilités sont estompées. Ainsi, au-delà d’une hauteur de lit sédimenté 
de 10 cm, les effets de ces « turbulences » sont négligeables sur l’ensemble de la colonne 
[Hjorth et al., 1995 ; Tong et Sun, 2002]. L’utilisation d’une distribution de taille de particules 
semble également résoudre en partie les problèmes de dispersion axiale, en augmentant la 
stabilité du lit [Karau et al., 1997]. La verticalité de la colonne apparaît surtout importante 
pour des colonnes de diamètre restreint [Bruce et al. 1999], pour lesquelles des effets de paroi 
peuvent également intervenir [Thömmes et al., 1995].  
L’influence du distributeur apparaît beaucoup moins claire [Theodossiou et al., 2002], 
tout comme celle de la vitesse d’écoulement [Thömmes, 1997]. 
 
Cependant, la plupart des études indiquent que la dispersion axiale de la phase liquide 
n’est pas le facteur limitant dans les phénomènes de transfert de masse en chromatographie en 
lit expansé avec des coefficients de dispersion DaxL de l’ordre de 2-9.10-6 m2.s-1. [Thömmes et 
al., 1995 ; Karau et al., 1997 ; Feuser et al., 1999 ; Lan et al., 1999 ; Yamamoto et al., 1999 ; 
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Tong et al., 2003 ; Kacsmarski et Bellot, 2004] . Ainsi, Chang et Chase (1996) ont montré que 
la dispersion axiale due à l’utilisation d’une solution de viscosité élevée peut être limitée en 
réalisant les expériences à expansion constante. De plus, Lin et al. (2002) ont rapporté que, 
même en présence de cellules, le mélange n’est pas augmenté [Lin et al., 2001 ; Reichert et 
al., 2001]. En effet, les perturbations observées en présence d’un moût de fermentation (perte 
de stabilité du lit ou altération de la qualité de l’écoulement) ne sont pas liées à la présence 
directe de cellules, ni à une augmentation de viscosité, mais plutôt à des interactions 
éventuelles entre les cellules et le support adsorbant.  
 
II - 4.3 - La dispersion de la phase solide : 
 
La principale différence entre un lit fixe et un lit expansé est la mobilité des particules 
adsorbantes. Ainsi, parmi les facteurs habituels limitant la purification d’une protéine par 
chromatographie, il faut ajouter le mélange de la phase solide, représenté par le coefficient de 
dispersion axiale de la phase solide DaxS.  
Peu d’études ont été réalisées à ce sujet. 
Van Der Meer et al. (1984) ont proposé une corrélation pour les lits fluidisés, qui 
montre que le coefficient de dispersion de la phase solide DaxS augmente progressivement 
avec la vitesse superficielle (Equation 21).  
 
DaxS = 0,04.u 1,8                                                                                             Equation 21 
 
Cette corrélation est certes la plus utilisée pour calculer le coefficient de dispersion 
DaxS mais peu d’auteurs prennent en compte ce paramètre dans leur modèle hydrodynamique 
[Veeraraghavan et Fan, 1989 ; Wright et Glasser, 2001 ; Chen et al., 2003 ; Tong et al., 2003 ; 
Kaczmarski et Bellot, 2004]. 
Aucune donnée expérimentale n’est actuellement disponible sur l’influence de la 
dispersion axiale de la phase solide sur les performances de la chromatographie en lit 
expansé. 
En 1996, Chang et Chase attribuent la perte d’efficacité en présence de cellules à une 
augmentation de la dispersion des phases liquide et solide. En effet, on peut supposer que 
l’amplification du mouvement des particules conduit également à l’aggravation du mélange 
dans la phase liquide. Mais l’étude de Lin et al. (2001) vient remettre en question cette 
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explication puisque selon eux, les perturbations en présence de cellules sont plutôt à mettre 
sur le compte d’interactions cellules/support. 
De plus, l’utilisation des corrélations montre que cette dispersion ne représente que 
10% de la dispersion totale avec des valeurs de DaxS comprises entre 10-7 et 10-8 m2.s-1. 
Veeraraghavan et Fan (1989) qui incluent DaxS dans leur modèle concluent, à l’aide de 
simulations numériques, qu’un rapport hauteur de colonne sur diamètre des particules 
supérieur à 50 suffit à rendre l’effet de la dispersion axiale solide négligeable, si l’on 
considère le lit comme un lit « fixe expansé ». C’est pourquoi dans la plupart des études, ce 
phénomène est négligé. 
 
II - 4.4 - La diffusion intraparticulaire : 
 
La diffusion à l’intérieur des pores est caractérisée par le coefficient de diffusion 
effective intraparticulaire des protéines De. 
Expérimentalement, De, indépendant de l’état du lit, peut être déduit d’expériences 
réalisées en « batch », par des cinétiques d’adsorption, en fonction de la concentration initiale 
en protéines [Weaver et Carta, 1996 ].  
Les courbes obtenues sont corrélées à différents modèles mathématiques, comme le 
modèle de Horstmann et Chase (1989) ou Skidmore et al. (1990), basé sur le « pore diffusion 
model » ou « modèle de diffusion dans les pores » et utilisé par de nombreux auteurs [Hall et 
al., 1966 ; Draeger et Chase, 1990 ; Weaver et Carta, 1996 ; Karau et al., 1997 ; Wright et al., 
1999 ;  Wright et Glasser, 2001 ; Chen et al., 2003 ; Tong et al., 2003 ]. Ce modèle permet de 
modéliser la cinétique d’adsorption d’une protéine dans une particule de support macro-
poreux (par exemple le support Streamline, Amersham Biosciences), à la fois par diffusion 
dans la phase solide et par diffusion dans le liquide contenu dans les pores de la particule. 
Ce modèle se différencie du « homogeneous diffusion model » ou « modèle de 
diffusion homogène » [Suzuki et Kawazoe, 1975], utilisé par Wright et Glasser (2001), dans 
lequel la cinétique d’adsorption d’une protéine dans un support constitué d’un gel micro-
poreux (par exemple le support S-Hyper D LS), est décrite par la seule migration de la 
protéine dans le solide par diffusion. 
 
La diffusion intraparticulaire est couramment la résistance au transfert de masse 
prédominante en chromatographie en lit fixe. En effet, le coefficient de diffusion moléculaire 
de la BSA (Albumine de Sérum Bovin) en solution libre Dm a été estimé à 7,4.10-11 m2.s-1 
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(d’après la corrélation de Polson (1950)) [Skidmore et al., 1990]. Des expériences de 
cinétiques d’adsorption ont montré que le coefficient de diffusion est réduit d’un facteur 
supérieur à 8, dans un support poreux, démontrant ainsi l’importance de la résistance au 
transfert interne. 
Afin de déterminer l’influence de la diffusion intraparticulaire sur les performances en 
chromatographie en lit expansé, certains auteurs comme Karau et al. (1997) et Wright et 
Glasser (2001) ont calculé le nombre d’unités de transfert relatif à la diffusion 
intraparticulaire Npore (modèle de Hall et al. (1966) adapté au lit expansé), qui dépend 
notamment du coefficient de diffusion effective intraparticulaire De ainsi que du diamètre des 
particules dP (Equation 22). 
 
i
2
P
iie
Pore
u.d
 H .  . )-(1 . D . 60
  N
εε
=                                                                          Equation 22 
 
NPore peut également être déterminé expérimentalement par une courbe de perçage. En 
effet, Hall et al. (1966) ont développé un modèle qui montre que la pente initiale d’une courbe 
de perçage dépend du transfert externe, tandis que l’influence de la diffusion intraparticulaire 
se répercute au niveau de la pente de la courbe au point d’inflexion. 
 
Les études réalisées sur la diffusion intraparticulaire à l’aide de ces différents modèles, 
suggèrent que la diffusion effective dépend de plusieurs paramètres, dont l’impact sur les 
performances sont globalement les mêmes qu’en chromatographie en lit fixe. 
La diffusion intraparticulaire décroît lorsque la vitesse superficielle ou la viscosité du 
liquide augmentent [Draeger et Chase, 1990 ; Chase et Draeger, 1992 ; Chang et Chase, 
1996 ; Karau et al., 1997 ; Wright et al., 1999 ; Wright et Glasser, 2001], et ce d’autant plus 
que la masse moléculaire de la protéine est élevée [Karau et al., 1997]. A forte viscosité, un 
phénomène d’agglomération des particules de support peut également interférer et freiner la 
diffusion des protéines dans les pores [Tong et al., 2003]. 
De plus, l’influence de la diffusion intraparticulaire dépend du type de support utilisé. 
En effet, le diamètre des billes adsorbantes apparaît comme un paramètre déterminant. Ainsi, 
un petit diamètre de particules permet de limiter la distance de diffusion, donc la résistance au 
transfert de masse interne [Karau et al., 1997 ; Wright et al., 1999 ; Wright et Glasser, 2001]. 
Ceci est en accord avec les travaux de Bruce et Chase (2001), qui établissent que la capacité 
dynamique est de 20% plus élevée dans la partie supérieure de la colonne, où le diamètre des 
particules est le plus faible. 
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 La comparaison des deux supports Streamline SP (support macro-poreux) et S-Hyper 
D LS (support micro-poreux) montre que le type de résine utilisée est également important 
[Wright et al., 1999 ; Wright et Glasser, 2001]. En effet, le support macro-poreux Streamline 
apparaît beaucoup plus sensible aux paramètres opératoires tels que la vitesse superficielle, la 
viscosité du liquide ou bien le diamètre des particules, du fait d’une résistance au transfert de 
masse interne quatre fois plus élevée que pour l’autre type de support. 
Enfin, en lit expansé, la présence de cellules, en particulier à cause de leur taille, 
influence fortement la diffusion des protéines dans les pores des particules adsorbantes. Ainsi, 
des cellules de taille réduite, comme les bactéries ou encore les débris cellulaires, peuvent 
pénétrer à l’intérieur des pores, donc altérer la diffusion intraparticulaire des protéines. En 
effet, Draeger et Chase (1990) ont réalisé des expériences de cinétiques d’adsorption en 
« batch », et ont mis en évidence que le coefficient de diffusion de la BSA dans le support 
échangeur d’anions Q-Sepharose est 17 fois plus petit en présence des bactéries Alcaligenes 
eutrophus (aujourd’hui Ralstonia eutropha) (0,5% masse sèche). A l’inverse, des cellules de 
taille plus conséquente, comme les levures, vont interagir uniquement avec la surface externe 
du support, ce qui va altérer préférentiellement le transfert externe. Ainsi, en réalisant le 
même type d’expériences que précédemment, Chase et Draeger (1992) observent que le 
coefficient de diffusion de la BSA dans le support Q-Sepharose n’est réduit que de 15%, en 
présence des levures Saccharomyces cerevisiae (5% masse sèche). 
 
On peut considérer que de même qu’en chromatographie en lit fixe, la diffusion 
intraparticulaire apparaît comme la limitation prédominante au transfert de masse. 
 
II - 4.5 - Le transfert de masse externe : 
 
Avant de diffuser à l’intérieur des pores d’une particule, la protéine doit être 
transportée à la surface externe de la particule adsorbante, dans la couche limite, mécanisme 
décrit par le modèle du film et caractérisé par le coefficient de transfert kf.  
Jusqu’à présent, aucune méthode expérimentale directe ne permet de mesurer 
réellement ce coefficient de transfert de masse.  
En lit fixe, on peut trouver des corrélations qui relient kf aux nombres adimensionnels 
de Reynolds Re et de Schmidt Sc, comme la corrélation de Foo et Rice, utilisée par Skidmore 
et al. (1990). Cette corrélation montre l’accroissement de kf avec la vitesse superficielle, ce 
qui suggère que le transfert externe n’est pas un facteur limitant. 
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Cette corrélation a été adaptée aux lits fluidisés par Fan et al. (1960) (Equation 23) 
puis appliquée à la chromatographie en lit expansé, par de nombreux auteurs comme Chang et 
Chase (1996), Karau et al. (1997), Wright et al. (1999), Wright et Glasser (2001), Tong et al. 
(2003), en tenant compte du taux de vide : 
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Dans la plupart des cas, le coefficient de diffusion moléculaire en solution libre Dm, 
est calculé à partir de la corrélation de Young et al. (1980) et Ming et Howell (1993), ou bien 
celle de Tyn et Gusek (1990). 
 
D’après l’équation 23, la viscosité dynamique du liquide ηL et le taux de vide εi ont 
une influence significative sur le coefficient de transfert externe. 
A titre d’illustration, Chang et Chase (1996) ont observé qu’en solution visqueuse, 
l’augmentation de la vitesse entraîne une diminution du transfert externe, ce qui se répercute 
sur l’allure de la courbe de perçage. 
 
Plusieurs auteurs ont adapté au lit expansé le nombre d’unités de transfert relatif au 
transfert externe NFilm proposé par Slater (1992), en y intégrant la corrélation de Richardson-
Zaki (Equation 24) [Karau et al., 1997 ; Wright et al. 1999 ; Wright et Glasser, 2001]. 
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La détermination du rapport NPore/NFilm permet alors d’interpréter les courbes de 
perçage, afin de comparer les résistances au transfert interne et externe. 
Ainsi, dans le cas d’un taux de vide plus élevé, le transfert de masse externe 
deviendrait non négligeable [Karau et al., 1997]. Il apparaît donc important de trouver un 
compromis entre le diamètre des particules et le degré d’expansion. L’augmentation de la 
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masse volumique des particules adsorbantes peut alors permettre de limiter l’expansion, donc 
la résistance au transfert externe, tout en conservant une vitesse d’écoulement intéressante. 
 
L’analyse de sensibilité paramétrique de Wright et Glasser (2001) révèle que le 
coefficient de transfert externe kf a la même influence sur les performances, quel que soit le 
type de support utilisé (macro-poreux ou micro-poreux), c’est-à-dire que son effet apparaît 
moins significatif que la vitesse d’écoulement ou le diamètre des particules, mais reste non 
négligeable à expansion ou viscosité élevée [Wright et al, 1999 ; Wright et Glasser, 2001].  
 
Cependant, sans mesure expérimentale de kf disponible, aucun moyen ne permet de 
vérifier la validité de ces simulations. 
 De plus, la présence de cellules joue probablement un rôle sur le transfert externe. En 
effet, comme évoqué dans le précédent paragraphe, des cellules de taille relativement 
importante, comme les levures, peuvent altérer le transfert externe [Chase et Draeger , 1992].  
 
Ainsi, les modèles évoluent pour tenter d’intégrer la spécificité du lit expansé et de se 
rapprocher de la réalité expérimentale. Cependant, la complexité de plus en plus grande des 
modèles ne permet pas encore de modéliser les phénomènes de transfert de masse en présence 
de cellules. En effet, la plupart des études menées sur la quantification du transfert de masse 
et l’identification des étapes limitantes reposent sur des expériences simplifiées, réalisées à 
partir de protéines témoin pures, et non en conditions réelles. Or, l’ensemble des résultats de 
la littérature montrent que la présence de microorganismes interfère également sur les 
performances de la séparation de manière significative. Ainsi, il convient de caractériser les 
phénomènes d’interaction des cellules avec le support adsorbant. Ceci fait l’objet du chapitre 
III. 
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L’intérêt de la chromatographie en lit expansé réside dans l’injection directe du moût 
de fermentation dans la colonne, afin de combiner les étapes de clarification, concentration et 
purification. Cependant, cette originalité amène un certain nombre de problèmes 
expérimentaux, liés à la présence des cellules, qui peuvent parfois interagir avec le support et 
altérer le bon déroulement de la séparation. Il apparaît donc crucial d’identifier les 
phénomènes qui régissent ces interactions, pour mieux les maîtriser, voire les prévenir. 
 
III - 1 - Les différentes techniques d’étude des interactions 
cellules/support : 
 
Les auteurs utilisent différentes techniques pour étudier les interactions des cellules 
avec le support de chromatographie : certains évaluent la compétition entre protéines et 
cellules, d’autres préfèrent décrire l’interaction directe entre cellules et support. Quoi qu’il en 
soit, la majorité des auteurs s’intéresse à l’influence des cellules sur la qualité du lit 
(comportement dynamique, stabilité…). 
 
III - 1.1 - Evaluation de la compétition entre protéines et cellules : 
 
Un certain nombre de techniques reposent sur l’estimation des paramètres représentatifs 
du transfert de masse d’une protéine témoin en présence de cellules permettant alors d’évaluer 
l’ampleur de la compétition entre protéines et cellules. 
La technique la plus couramment utilisée consiste à réaliser, en « batch », des 
isothermes d’adsorption d’une protéine modèle (BSA (albumine de sérum bovin), lysozyme 
ou IgG (Immunoglobuline G)) sur un support, en présence de cellules. Les résultats 
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expérimentaux obtenus sont ensuite comparés aux prédictions issues des isothermes de 
Langmuir (Equation 20), pour déterminer la capacité maximale d’adsorption de la protéine 
sur le support Qm et la constante de dissociation Kd [Chase et Draeger, 1992a ; Chase et 
Draeger, 1992b ; Fernandez-Lahore et al., 2000]. 
Certains auteurs déterminent les coefficients de transfert interne et externe, De et kf, par 
des expériences de cinétiques d’adsorption ou bien en effectuant des courbes de perçage de la 
protéine témoin, en présence de cellules [Chase et Dreager, 1992a ; Fernandez-Lahore et al., 
2000 ; Lin et al., 2001]. Ces dernières permettent aussi de mettre en évidence la baisse 
d’efficacité de l’adsorption de la protéine en présence de cellules par la détermination du ratio 
Qdyn/Qéq  avec Qdyn capacité dynamique et Qéq capacité d’adsorption à l’équilibre [Fernandez-
Lahore et al., 2000 ; Chase et Draeger, 1992a ; Chase et Draeger, 1992b ; Feuser et al., 1999 ; 
Lin et al., 2001].  
 
III - 1.2 - Mesure des interactions directes cellules/support : 
 
D’autres techniques permettent de caractériser plus directement l’interaction des 
cellules avec le support, sans utiliser de protéine témoin. Les auteurs distinguent alors deux 
échelles de temps révélatrices d’une cinétique d’adsorption en deux phases successives. 
L’interaction primaire des cellules avec le support, interaction qui se crée à court terme, 
est quantifiée par des impulsions de biomasse injectées dans la colonne [Feuser et al., 1999 ; 
Fernandez-Lahore et al., 2000 ; Lin et al., 2001 ; Lin et al., 2003 ; Lin et al., 2004]. La faible 
quantité de cellules utilisée laisse penser que seule la première phase correspondant à 
l’adsorption d’une mono-couche de cellules sur le support 
est caractérisée. Cependant, aucune observation directe ne 
permet de valider cette hypothèse. Le système expérimental 
est constitué d’une colonne de petit diamètre dans laquelle 
le pulse est injecté après stabilisation du lit. Deux 
détecteurs mesurent la densité optique à 600 nm en entrée 
et en sortie de colonne (Figure 16). La fraction de cellules 
transmises définie par l’indice de transmission I est calculée 
par le ratio de l’aire du pic en sortie sur l’aire du pic en 
entrée.  
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Dans un second temps, les cellules peuvent être mises en contact avec le support 
pendant un temps beaucoup plus long, dans un réacteur fermé agité, afin de caractériser les 
interactions entre les cellules et des cellules déjà adsorbées sur le support, à plus long terme 
[Fernandez-Lahore et al., 2000]. Ainsi, de même qu’avec les protéines, des isothermes et des 
cinétiques d’adsorption de cellules peuvent être réalisées afin de déterminer les paramètres de 
capacité à l’équilibre, de transfert de masse interne et externe et de les comparer aux modèles 
existants [Fernandez-Lahore et al., 2000 ; Lin et al., 2001]. 
 
III - 1.3 - Mesure de la stabilité du lit : 
 
Des mesures de répartition du temps de séjour sont également fréquemment effectuées à 
l’aide d’un traceur adéquat (bromure de sodium, chlorure de lithium, tryptophane, 
fluorescéine) injecté dans la colonne en présence de cellules, afin d’étudier l’influence du 
milieu cellulaire sur la stabilité du lit [Chase et Draeger, 1992a ; Fernandez-Lahore et al., 
1999 ; Feuser et al., 1999 ; Fernandez-Lahore et al., 2000 ; Lin et al., 2001 ; Lin et al., 2002 ; 
Lin et al., 2004]. Il est alors important de choisir un traceur adapté afin qu’il ne perturbe pas 
l’adsorption. L’utilisation de sels, par exemple, peut modifier l’adsorption par changement de 
la force ionique ou interagir avec le système dans le cas de supports chélateurs de métaux. 
Fernandez-Lahore et al. (2001) ont ainsi utilisé des électrodes sélectives d’ions (ISE) basées 
sur des détecteurs potentiométriques permettant de mesurer la présence d’ions bromure ou 
lithium qui n’interagissent pas avec le système biologique. 
 
Une fois les outils de caractérisation mis au point, de nombreuses expérimentations ont 
été réalisées afin de tester différents types de supports et de cellules, pour tenter d’élucider 
leurs mécanismes d’interactions. 
 
III - 2 - Influence de la présence de cellules sur les 
performances : 
 
La plupart des auteurs ont observé une diminution des performances de la 
chromatographie, en présence de cellules. Celles-ci peuvent interférer à différents niveaux, 
comme le transfert de masse des protéines ou encore la stabilité du lit. 
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III - 2.1 - Influence de la présence de cellules sur le transfert de 
masse des protéines : 
 
Tout d’abord, la présence de cellules modifie les paramètres d’adsorption des protéines 
sur le support à l’équilibre, témoignant de la compétition cellules/protéines. En effet, des 
isothermes d’adsorption de la BSA en présence de 30 mg.mL-1 de cellules de Saccharomyces 
cerevisiae montrent qu’en fonction du type de support, la capacité maximale Qm peut être 
considérablement réduite (jusqu’à 40% pour le support échangeur d’anions Q Sepharose Fast 
Flow) et la constante de dissociation Kd fortement augmentée (jusqu’à 65,5 fois pour ce même 
support) [Chase et Draeger, 1992a ; Chase et Draeger, 1992b] (Tableau 2). Des résultats 
similaires ont été obtenus en présence de bactéries Alcaligenes eutrophus [Draeger et Chase, 
1991]. 
 
  ?
F 	G
0
<5!1
$
0
<5!1
I
0
<5!1
" ,":" ":"9
$ 	>> = / -B
6" )B:; !:6!
" !!):" ":!6
  	>> = / -H(
6" !"(:" ":!(
" 66:, ":".(?/  	
>>
J
E 
6" 9,:" ":!;
 
 
  ?

0!"5!!95!1
F 	G
0
<5!1

0!"5!!95!1
K
0!"5;5!1
" !:"" B:B
$ 	>> = / -HB B:)
(" ":,( !:"
" ":9( ;:6
?/  	>> J
E  (:;
6" ":9" ):(
(
,' J  	   	   	  	 		 		
	 $  	 	  	 I  	 = /     	

	$  	 >>:  	   	 >>  	 ? /   	 >>
F*		
:!..9	2*		
:!..9G
(
/'J		 		
   K  	 = /     	
 	$  	 >>  
J
E 	?/   	>> F*		
: !..9	2*	
	
:!..9G	
Les interactions cellules / support en chromatographie en lit expansé                   ETUDE  BIBLIOGRAPHIQUE 
 
 - 71 -
La présence de cellules altère également les transferts de masse interne et externe, 
comme en témoignent les valeurs des coefficients De et kf , déterminés à partir de cinétiques 
d’adsorption de l’albumine de sérum bovin (BSA) ou de l’Immunoglobuline G humaine 
(hIgG), en présence de levures S.cerevisiae  [Chase et Draeger, 1992b] (Tableau 3) ou de 
bactéries A.eutrophus [Draeger et Chase, 1991]. De même que précédemment, cette altération 
apparaît beaucoup plus importante dans le cas du support échangeur d’anions, pour lequel le 
coefficient de transfert externe est réduit d’un facteur proche de 8.  
La différence observée entre les supports s’explique par l’influence de la charge sur 
l’interaction cellule/support, ceci étant lié à l’importance des interactions électrostatiques. Ce 
phénomène sera détaillé ultérieurement. 
 
 
La présence de cellules limite le transfert de masse en entrant en compétition avec les 
protéines. Ceci modifie ainsi les propriétés du support et induit une diminution des 
performances de la séparation. La présence de cellules dans une colonne de chromatographie 
en lit expansé va également perturber l’écoulement ainsi que la stabilité du lit. 
 
III - 2.2 - Influence de la présence de cellules sur la stabilité du lit et 
l’hydrodynamique : 
 
Lin et al. (2001 et 2002) ont récemment démontré que les problèmes de stabilité du lit 
ne sont pas liés directement à la présence de cellules dans le milieu, ni à l’augmentation 
concomitante de la viscosité du milieu mais bel et bien à leur interaction avec le support. En 
effet, dans le cas de levures injectées dans une colonne échangeuse d’anions, à une 
conductivité suffisamment élevée pour masquer les interactions électrostatiques (18 mS.cm-1), 
la stabilité du lit n’est pas affectée, même à forte concentration cellulaire (15% masse humide 
soit environ 40 g.L-1). 
Des études de distribution des temps de séjour réalisées à partir de divers types de 
supports et de cellules ont montré que la stabilité du lit pouvait être plus ou moins altérée 
[Fernandez-Lahore et al., 1999].  
En effet, dans certains cas, par exemple celui d’un échangeur d’anions, les interactions 
fortes impliquent un changement radical dans le comportement hydrodynamique du lit par 
augmentation de la dispersion axiale. Les instabilités aboutissent à la formation de chemins 
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préférentiels qui peuvent parfois conduire à l’effondrement du lit [Fernandez-Lahore et al., 
1999]. Ses propriétés ne sont généralement pas intégralement restaurées, même après lavage.  
Cette altération du lit peut être estimée par la fraction de lit stable, représentée par le 
paramètre ϕ du modèle PDE (§ II-3.1). Ainsi, dans le cas du support échangeur d’anions 
Streamline DEAE par exemple, le paramètre ϕ passe de 1 à 0,4 en présence de 12% (masse 
humide) en levures S.cerevisiae [Fernandez-Lahore et al., 1999 ; Fernandez-Lahore et al., 
2000].  
A l’inverse, la présence de cellules améliore parfois la qualité de l’écoulement, comme 
dans le cas du support Streamline Phényl en présence de levures entières [Fernandez-Lahore 
et al., 1999]. Les auteurs expliquent ce phénomène par une augmentation du mélange donc 
une homogénéisation du flux à l’intérieur de la colonne et une réduction de la zone stagnante, 
pouvant conduire à une intensification du transfert de masse. 
 
Dans certains cas, comme un lysat bactérien par exemple, l’instabilité du lit n’est pas 
provoquée par l’interaction directe des cellules avec le support, mais par la présence d’ADN 
dans le milieu, qui peut conduire à une agglomération au niveau du distributeur de flux, à 
l’entrée de la colonne. Ce problème peut alors être minimisé par ajout d’endonucléase telle 
que la benzonase [Clemmit and Chase, 2000] ou bien en limitant la lyse cellulaire [Hansson et 
al., 1994 ; Thömmes et al., 1996 ; Feuser et al., 1999], ceci en évitant des temps d’application 
de l’échantillon trop longs, ainsi que les phénomènes de cisaillement. 
 
Theodossiou et Thomas (2002) ont précisément étudié l’interaction de l’ADN seul avec 
un support échangeur d’anions en observant les changements de comportement du lit pendant 
l’injection d’ADN en continu. Les auteurs ont ainsi remarqué que l’instabilité du lit 
provoquée par l’adsorption des molécules d’ADN est séquentielle. En effet, au cours de 
l’application de l’ADN à faible concentration, le lit a tendance à s’effondrer progressivement 
jusqu’à atteindre un maximum de contraction, phase au cours de laquelle les molécules 
d’ADN lient les billes adsorbantes les unes aux autres pour former un lit agrégé. Le lit 
commence à s’agréger par l’extrémité inférieure jusqu’à un lit complètement pris en masse. 
Des chemins préférentiels apparaissent alors. Jusqu’à ce stade, les étapes sont réversibles mais 
la situation peut basculer vers une étape irréversible au cours de laquelle la surface du lit cesse 
d’être horizontale puis le lit se fragmente en plusieurs parties qui sont ensuite évacuées 
inévitablement vers le haut de la colonne (Figure 17). 
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Les auteurs établissent un parallèle avec le phénomène de floculation entre des 
polymères fortement chargés de façon opposée. Ainsi, le comportement de contraction du lit 
évoqué précédemment dépendrait des propriétés physiques (densité de charge et taille 
moléculaire) des espèces en présence (ADN et surface adsorbante) ainsi que des propriétés de 
la phase liquide (pH, force ionique). La variation de la force ionique influerait sur le 
mécanisme précis d’agrégation, le degré d’irréversibilité et la neutralisation des domaines 
d’interactions électrostatiques ou hydrophobes. Les auteurs émettent ainsi l’hypothèse que le 
point où le lit a un taux de vide minimum correspond à un état dans lequel la taille des 
agrégats ADN-particules adsorbantes atteint un maximum avec une charge nette à leur surface 
proche de la neutralité. Un réarrangement s’opèrerait alors, avec une réduction progressive 
des ponts interparticulaires. La répulsion électrostatique entre particules voisines augmenterait 
alors, s’accompagnant de la dispersion des agrégats et de la ré-expansion du lit.  
 
Ces différentes études ont permis de mettre en évidence que plusieurs paramètres jouent 
un rôle important dans le mécanisme d’interaction cellules/support.  
 
 
1 
Lit parfaitement 
fluidisé 
2 
Agrégation 
en bas du lit
3 
Lit complètement 
agrégé 
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III - 3 - Les paramètres influençant les interactions des  
cellules avec le support : 
III - 3.1 - Influence du type de support de chromatographie : 
 
La plupart des résultats issus de la littérature semblent suggérer le rôle prépondérant 
des interactions ioniques entre cellules et support adsorbant. 
En effet, des tests de transmission effectués à un pH proche de la neutralité sur 
plusieurs types de cellules (Saccharomyces cerevisiae entières et lysées, Escherichia coli, 
Staphylococcus carnosus, cellules d’hybridomes) et différents supports démontrent que les 
supports échangeurs d’anions sont beaucoup plus sensibles à la présence de cellules, 
contrairement aux supports échangeurs de cations ou supports d’affinité pour lesquels 
l’interaction protéine/support est beaucoup moins altérée [Feuser et al., 1999 ; Fernandez-
Lahore et al., 2000 ; Lin et al., 2003].  
Or, des mesures de la charge des cellules, caractérisée par leur potentiel zêta [Lin et al., 
2003], montrent que les cellules sont chargées négativement à pH neutre, à cause des 
groupements phosphate et carboxylate présents à leur surface. Les cellules sont donc attirées 
par un support échangeur d’anions et repoussées par un support échangeur de cations.  
Le rôle des interactions ioniques semble se confirmer par le fait que l’adsorption de 
levures sur le support échangeur d’anions diminue lorsque la force ionique du milieu est 
augmentée, par simple ajout de sels. Or, l’accroissement de la force ionique a tendance à 
masquer ce type d’interaction [Feuser et al., 1999 ; Fernandez-Lahore et al., 2000 ; Lin et al., 
2001 ; Lin et al., 2002 ; Lin et al., 2003 ; Lin et al., 2004].  
 
De même que dans le cas des cellules, les études d’interaction ADN/support montrent 
que l’interaction est d’autant plus forte que la conductivité du milieu est faible, ce qui 
confirme l’importance des interactions électrostatiques dans le cas de supports échangeurs 
d’ions. Cependant, la taille du support et la morphologie semblent également jouer un rôle. En 
effet, les auteurs rapportent qu’un support constitué de billes de petit diamètre ou bien un 
support dont la surface est constituée de longues chaînes de polymère favorise l’interaction 
avec les molécules d’ADN [Theodossiou et Thomas, 2002], suggérant que des paramètres 
autres, tels que la rugosité et l’encombrement stérique, interviennent également dans les 
phénomènes observés. 
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L’ensemble des auteurs s’accordent sur la nécessité de prendre en compte les 
interactions électrostatiques. Toutefois, des études menées en parallèle ont permis de mettre 
en évidence le rôle joué par d’autres types d’interaction.   
A titre d’exemple, la variation de la conductivité lors de tests de transmission de levures 
S.cerevisiae (voir § III-1.2) sur le support échangeur d’anions Streamline DEAE a certes 
montré qu’entre 0 et 200 mM NaCl, l’indice de transmission I passe de 28% à 99% [Feuser et 
al., 1999]. Cependant ce même paramètre chute à 93% en présence de NaCl 300 mM, 
conditions dans lesquelles les interactions ioniques sont masquées et les interactions 
hydrophobes révélées. Les interactions hydrophobes sont également mises en évidence à 
conductivité très élevée (90 mS.cm-1 équivalent à une concentration en NaCl de 1 M) sur le 
support hydrophobe Streamline Phényl. Dans ce cas, 100% des cellules S.carnosus et E.coli 
sont transmises tandis que 20% des cellules de S.cerevisiae restent adsorbées sur le support. 
Enfin, en présence de cellules d’hybridome, l’interaction est tellement forte que le lit va 
jusqu’à l’effondrement. Cependant, aucune mesure expérimentale ne permet de vérifier les 
propriétés de surface de ces microorganismes. 
Etant donné la variabilité des résultats suivant le type de cellules utilisé, ces expériences 
suggèrent que l’interaction cellules/support dépend fortement des caractéristiques des 
microorganismes (eucaryotes/procaryotes, taille, état physiologique, propriétés de surface). 
 
III - 3.2 - Influence du type de cellules : 
 
Outre les expériences de « pulse » de biomasse, des courbes de perçage de BSA sur 
l’échangeur d’anions Q Sepharose FF ont été réalisées dans un tampon Tris-HCl 10 mM 
pH=7 en présence de trois types de cellules : levures S.cerevisiae, bactéries E.coli ou 
A.eutrophus [Chase et Draeger, 1992]. Ainsi, la capacité d’adsorption du support apparaît 
moins affectée par la présence d’E.coli que par celle des levures S.cerevisiae ou des bactéries 
A.eutrophus, ce qui semble suggérer l’influence de la composition de la paroi cellulaire, 
l’interaction avec le support n’étant pas la même suivant les constituants de la paroi, 
groupements ioniques ou zones hydrophobes accessibles. L’interaction dépendrait même de 
l’âge des cellules, soit leur état physiologique. En effet, des courbes de perçage ont été 
réalisées en présence de cellules de A.eutrophus en phases exponentielle et stationnaire de 
croissance [Chase et Draeger, 1992]. Les cellules en phase exponentielle semblent avoir 
moins d’effet que des cellules en phase stationnaire. Pour expliquer ces comportements 
distincts, les auteurs émettent l’hypothèse d’une modification des propriétés de surface induite 
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par des constituants de paroi différents. Ils évoquent notamment la présence de granules de -
hydroxybutyrate en phase stationnaire. Ceci confirme l’importance des propriétés de surface 
des microorganismes. Toutefois, leur étude reste purement qualitative et aucune vérification 
expérimentale ne vient étayer leurs conclusions relatives au rôle joué par les constituants de la 
paroi. Ils ne mettent pas non plus en évidence d’interaction prédominante. 
  
La différence d’interaction entre le support et des cellules de type S.cerevisiae ou E.coli 
a été confirmée par l’obtention de profils d’élution distincts sur support échangeur d’anions 
Streamline DEAE par gradient de NaCl. Ce résultat a été mis à profit, malgré une résolution 
faible, pour séparer les deux types de cellules en lit expansé dans un tampon 20 mM pH=8, 
suivant leurs propriétés de charge [Ujam et al., 2000], mais une fois de plus, celle-ci n’a pas 
été directement mesurée. 
 
E.coli et A.eutrophus étant toutes deux des bactéries appartenant aux Gram négatives et 
ayant une charge nette négative, Chase et Draeger (1992) expliquent la différence 
d’adsorption entre les deux, par la différence de taille. Ainsi, les cellules d’E.coli de taille plus 
importante (deux fois plus large et quatre fois plus longue) auraient une densité de charge 
nette moins élevée.  
Afin d’expliquer l’importance de la taille des cellules, Brixius et al. (2002) ont assimilé 
la chromatographie en lit expansé à une filtration à travers un lit de grande épaisseur « Deep 
Bed Filtration », pour laquelle le mécanisme théorique de capture des particules est divisé en 
deux temps : le transport jusqu’à la phase stationnaire puis l’adsorption à la surface. Dans le 
cas du lit expansé, l’étape d’adsorption serait prépondérante et régie par la théorie des 
collisions, dans laquelle la taille des particules en présence est essentielle. Ainsi, les auteurs 
font varier le mode de cassage des cellules E.coli et S.cerevisiae (billes de verre, ultrasons, 
presse de French) afin d’obtenir des particules de diamètre décroissant. Des expériences de 
« pulses » de biomasse montrent alors que plus les débris sont petits, moins l’interaction est 
forte. Ces auteurs sont également les premiers à compléter leurs résultats par des mesures de 
charge, qui jusque-là n’étaient que des hypothèses, et montrent qu’à densité de charge 
équivalente, des particules cellulaires plus petites seront moins retenues par le support lors des 
tests de transmission [Lin et al., 2003]. Or, d’après la théorie des collisions, des particules 
plus petites auront une probabilité plus faible de rentrer en contact avec les billes adsorbantes. 
 
L’interaction cellules/support serait alors régie par des phénomènes complexes, 
dépendant des propriétés physico-chimiques, mais également de phénomènes mécaniques, 
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dans un système où trois acteurs sont en présence et en synergie : la phase liquide, le support 
adsorbant et les cellules. Cette interaction dépendrait notamment de la charge et de la taille 
relative des particules de support et des cellules, mais également de leurs propriétés de surface 
telles que la présence de zones hydrophobes.  
 
III - 4 - Modélisation de l’interaction des cellules avec le 
support en chromatographie en lit expansé : 
 
Un nombre croissant d’auteurs tentent de modéliser les interactions cellules/support, 
afin de prédire et d’anticiper les problèmes expérimentaux éventuels. 
 
III - 4.1 - Un phénomène en deux temps :  
 
Comme évoqué précédemment, les cinétiques d’adsorption mettent en évidence deux 
phases successives : une première phase rapide puis une phase plus lente, au cours desquelles 
les mécanismes régissant les interactions cellules/support ne sont probablement pas les 
mêmes [Fernandez-Lahore et al., 2000 et Lin et al., 2000]. 
Les expériences de « pulse » de biomasse, qui permettent de caractériser l’interaction 
cellules/support à court terme, laissent supposer qu’au cours de la première phase, les 
interactions sont essentiellement de type ionique. Cette phase correspondrait également à une 
adsorption non sélective de petits débris cellulaires ou de macromolécules de façon réversible, 
ce phénomène dépendant de la concentration en cellules [Fernandez-Lahore et al., 2000]. 
 
Suivant l’échelle du système expérimental « en batch » utilisé, la durée de la première 
phase diffère. En effet, celle-ci est évaluée à 3 h sur une cinétique de 12 h réalisée avec 25 mL 
de support Streamline DEAE en contact avec 1 L de suspension de levures S.cerevisiae (0,1% 
masse humide, soit environ 0,3 g.L-1) [Fernandez-Lahore et al., 2000], tandis qu’elle n’est que 
de 20 min sur 100 min pour 5 g d’adsorbant en contact avec 25 mL de suspension cellulaire 
(de même concentration) [Lin et al., 2001].  
 
La deuxième phase d’adsorption des cellules au cours de la cinétique apparaît plus lente 
et correspondrait au colmatage de la colonne par adsorption irréversible des cellules. Quoique 
peu étudiée jusqu’à présent, cette phase serait décrite par des interactions entre cellules en 
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suspension et cellules déjà adsorbées, par un phénomène d’adhésion en couches [Fernandez-
Lahore et al., 2000]. Dans ce cas, les propriétés de surface de la phase stationnaire 
interviendraient de façon moins marquée. De nombreuses cellules étant susceptibles de mettre 
en jeu des interactions hydrophobes, l’ajout de NaCl à forte concentration peut provoquer un 
phénomène d’agrégation par une diminution de la stabilisation électrostatique des interactions 
cellules/cellules de manière conjointe à la révélation des interactions attractives de van der 
Waals [Fernandez-Lahore et al., 2000]. 
 
L’allure de la courbe au cours de la première phase a été décrite conformément à la 
corrélation établie par Daniels (1980) sur l’adsorption de microorganismes sur un échangeur 
d’ions contrôlée par la diffusion (Equation 25). 
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où  A600 et A0,600 : densité optique et densité optique initiale, respectivement,  à 600 nm. 
      t   : temps (s) 
     β0 : constante empirique qui lie le nombre de cellules Ncell à la densité optique ;  
A600= 0,0001.Ncellβ0 
Np : nombre de particules adsorbantes de rayon R 
     D : coefficient de diffusion des cellules (m².s-1)      
 
Cette corrélation semble être vérifiée mais uniquement dans le cas d’interactions fortes 
(conductivité faible entre 3,5 et 12 mS.cm-1). Or, la plupart des moûts de fermentation ayant 
une conductivité supérieure à 12 mS.cm-1, il paraît difficile d’appliquer ce type d’approche à 
un cas réel.  
Ce modèle permet ensuite de calculer un coefficient D, que les auteurs assimilent à un 
coefficient de diffusion, afin de l’utiliser en tant que paramètre d’évaluation des interactions 
cellules/support [Fernandez-Lahore, 2000 ; Lin et al., 2001]. 
La diminution de ce coefficient D lorsque la conductivité augmente confirmerait, 
d’après les auteurs, la part prépondérante des interactions ioniques [Lin et al., 2001]. 
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Les auteurs couplent les deux types d’expériences, tests de transmission et cinétiques 
d’adsorption, qui permettent de déterminer respectivement l’indice de transmission I et le 
coefficient de diffusion D, afin de montrer qu’une relation semi-logarithmique peut être 
établie entre D et I pour des valeurs de I inférieures à 0,75 [Lin et al., 2001]. 
Ces mêmes auteurs définissent une méthode pour caractériser et minimiser les 
interactions à travers trois types d’expériences complémentaires. Dans un premier temps, la 
réalisation de cinétiques d’adsorption permet de sélectionner grossièrement les conditions 
expérimentales pour lesquelles le coefficient de diffusion D reste inférieur à 10-14 m².s-1, seuil 
qui correspond à une décroissance de A/A0 de 1 à 0,9 en 10 minutes. Ensuite les tests de 
transmission restreignent la plage des conditions opératoires utilisables aux cas pour lesquels 
l’indice de transmission I reste supérieur à 0,9. Enfin, des études de distribution des temps de 
séjour permettent de vérifier la stabilité du lit dans les conditions ainsi retenues. Le paramètre 
ϕ du modèle PDE doit alors être supérieur à 0,8. 
Cette méthode a été utilisée avec succès par Reichert et al. (2001) pour la purification 
de la formate dehydrogénase à partir d’un homogénat de bactéries E.coli, cependant ceci 
nécessite un grand nombre d’expérimentations préalables. 
 
III - 4.2 - Etude du potentiel zêta :  
  
Avec une taille de l’ordre du micron, Lin et al. (2003) assimilent les particules de 
biomasse à des particules colloïdales dont les interactions seraient dominées par les forces 
électrostatiques. Le potentiel zêta ou électrocinétique est un paramètre couramment utilisé 
dans la théorie colloïdale, pour caractériser la charge des particules. Ce potentiel représente le 
potentiel électrique à l’interface de la couche de Stern et de la couche diffuse (§ IV-1.2). Il 
dépend à la fois de la charge de surface de la particule mais également des conditions 
environnementales comme le pH ou la concentration ou la nature des ions.  
Lin et al. (2003) ont développé un modèle qui s’appuie sur la prédominance des 
interactions électrostatiques, en prenant en compte la charge des particules adsorbantes et de 
différents types de cellules, à travers leur potentiel zêta respectif ζads et ζcell.  
Dans ce cadre, une relation linéaire peut être établie entre la conductivité et le potentiel 
zêta des cellules. Ce dernier égal à –15 mV et –35 mV pour S.cerevisiae et E.coli 
respectivement à un pH égal à 7,5 et à une conductivité de 4,3 mS.cm-1 devient nul quel que 
soit le type de cellule au-delà d’une conductivité proche de 30 mS.cm-1 (équivalent à environ 
300 mM NaCl).  
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Les auteurs ont également observé que des cellules comme les bactéries E.coli 
beaucoup plus chargées que les levures S.cerevisiae à un pH égal à 7 et une conductivité de 
4,3 mS.cm-1, ont un facteur de transmission I bien plus élevé, donc semblent interagir avec le 
support de façon moins marquée. Afin d’expliquer ce résultat surprenant, les auteurs ont 
introduit le paramètre taille dans leur modèle, en s’appuyant sur l’expression de l’énergie libre 
d’interaction électrostatique (§ IV-1.2). Les auteurs ne prennent en compte que le diamètre 
des cellules (0,5-6 µm), en considérant que les particules adsorbantes ont un diamètre 
suffisamment élevé (100-300 µm) pour être assimilées à une surface plane. Les résultats 
révèlent alors une linéarité entre le produit des potentiels zêta de la biomasse et de l’adsorbant 
par le diamètre des cellules ζadsζcelldcell et l’indice de transmission I (Figure 18).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les auteurs ont ainsi fixé un seuil de -ζadsζcelldcell de 120 mV2.µm comme condition 
opératoire optimale, correspondant à 90% de transmission. Cependant, ces résultats ne 
s’appuient pas sur une réelle vérification expérimentale du diamètre des cellules et la valeur 
de calage obtenue pour E.coli lysée (1 µm) semble particulièrement sur-estimée, remettant en 
cause de ce fait, la validité de l’approche. 
De plus, comme la plupart des études, les expérimentateurs utilisent des levures 
déshydratées, qu’ils remettent simplement en suspension, sans même les laver. Les cellules 
d’E.coli, elles, ont été mises en culture mais congelées avant leur utilisation. Ces conditions 
opératoires augmentent donc l’incertitude quant aux propriétés de surface mesurées dont on 
est en droit de se demander si elles sont représentatives des propriétés de surface réelles des 
microorganismes. 
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De nombreuses expériences ont donc été réalisées pour tenter d’élucider le mécanisme 
d’interaction des cellules avec le support. Ainsi, l’adsorption cellulaire serait dominée par les 
interactions électrostatiques. Cependant, la plupart des études se basent sur des expériences 
réalisées à des conductivités faibles qui sont éloignées des valeurs réelles existant dans les 
moûts de fermentation (entre 10 et 25 mS.cm-1), pour lesquelles les interactions 
électrostatiques sont masquées au profit d’autres types d’interactions, comme les interactions 
hydrophobes. Ces interactions dépendraient également des conditions physico-chimiques du 
liquide environnant, jouant sur les propriétés de surface à la fois du microorganisme et des 
billes adsorbantes. L’importance de la taille des cellules semble suggérer que des facteurs 
physiques (encombrement stérique) peuvent également entrer en jeu. Or, la plupart des études 
menées dans des systèmes simplifiés, négligent le lien entre l’hydrodynamique et les 
interactions physico-chimiques. Ainsi, peu d’auteurs présentent une démarche réellement 
pluridisciplinaire associant physico-chimie, mécanique des fluides et microbiologie pour 
appréhender toute la complexité de la chromatographie en lit expansé.  
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Les problèmes expérimentaux rencontrés en lit expansé sont liés en partie aux 
interactions des cellules avec le support. Afin de comprendre le mode d’action de ces 
interactions, il convient de les identifier et de déterminer l’influence des conditions 
environnementales telles que pH ou force ionique. 
Comme évoqué précédemment, les microorganismes peuvent être considérés comme 
des colloïdes. En effet, l’état colloïdal est défini par la taille des composés présents dans un 
système [Hiemenz, 1986]. Ainsi, sont considérées comme des colloïdes les macromolécules et 
les particules ayant une taille comprise entre 1 nm et 1 µm, ces valeurs étant quelque peu 
arbitraires et les limites données pouvant varier selon les auteurs. Les interactions 
cellules/support seront donc les mêmes que celles décrites par la théorie de l’état colloïdal. 
L’ensemble de ces interactions a été décrit dans plusieurs revues dont Israelachvili (1991), 
van Oss (1996), Bellon-Fontaine et Vernhet (1999) ou Bos et al. (1999). 
 
IV - 1 - Les différents types d’interactions : 
 
Les phénomènes d’adsorption de macromolécules ou de particules sur une surface sont 
sous la dépendance d’interactions physico-chimiques non spécifiques, attractives ou 
répulsives, qui vont se produire dans un milieu donné. Ces interactions sont de 3 types : 
- interactions liées aux forces de Van der Waals 
- interactions de type électrostatique 
- interactions polaires (hydrophiles/hydrophobes). 
 
De façon à comprendre le comportement d’un colloïde en milieu aqueux (adsorption 
sur les surfaces ou à une interface), il est nécessaire de prendre en compte ces différents types 
d’interactions ainsi que leur évolution en fonction de la distance de séparation des corps 
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considérés. La résultante sera une attraction ou une répulsion, conduisant respectivement à 
une adsorption ou une absence d’adsorption. 
 
IV - 1.1 - Interactions liées aux forces de van der Waals : 
 
Les interactions liées aux forces de Lifshitz-van der Waals ont une origine 
moléculaire. Les forces de van der Waals sont des forces intermoléculaires de nature 
électrique, résultant de trois effets physiques différents : effet d’orientation (force de 
Keesom), effet d’induction (forces de Debye) et effet de dispersion (forces de London). 
 
IV - 1.1.1 - Effet d’orientation : 
 
L’effet d’orientation est une attraction entre deux molécules polaires, caractérisée par 
une interaction dipôle-dipôle [Keesom, 1921]. 
 
IV - 1.1.2 - Effet d’induction : 
 
L’effet d’induction est une attraction entre une molécule polaire et une molécule non 
polaire, c’est-à-dire d’une interaction dipôle-dipôle induit [Debye, 1920]. Une molécule non 
polaire, placée dans un champ électrique créé par une molécule polaire (ou un ion) se polarise, 
c’est-à-dire acquiert un moment dipolaire induit proportionnel d’une part au champ électrique 
créé par la molécule polaire, et d’autre part à une grandeur caractéristique de la molécule non 
polaire, sa polarisabilité. 
 
IV - 1.1.3 - Effet de dispersion : 
 
L’effet de dispersion est une attraction entre deux molécules non polaires, c’est-à-dire 
d’une interaction dipôle instantané-dipôle induit [London, 1930]. Par la suite de la fluctuation 
de la position des électrons, la configuration électronique d’une molécule change 
continuellement. Une molécule quelconque présente donc à certains instants un moment 
dipolaire instantané pouvant créer un champ électrique et faire apparaître des dipôles induits 
en phase dans les molécules voisines. Les forces de London augmentent avec la polarisabilité 
de chaque molécule, et donc avec ses dimensions. 
 
Les différentes interactions entre microorganisme et surface                                ETUDE  BIBLIOGRAPHIQUE 
 
 - 84 -
Les forces de Keesom et Debye sont négligeables en milieu aqueux, et seules les 
forces de London seront prises en compte par la suite. Ces forces appelées forces de Lifshitz-
van der Waals sont universelles et interviennent quels que soient les corps considérés. Pour 
deux particules immergées dans un solvant, ces interactions vont intervenir entre la surface de 
la particule et le solvant, et entre les particules quand celles-ci sont suffisamment proches 
l’une de l’autre. 
L’énergie libre d’interaction par unité de surface de contact liée à ces forces de 
Lifshitz-van der Waals, notée GLW (en J.m-2), est fonction de la nature des particules et du 
solvant, de la forme des particules et de leur distance d. Dans le cas de deux particules 
identiques, ces forces de London sont généralement attractives (GLW<0). Elles sont 
maximales au contact puis diminuent quand leur distance augmente. Elles restent effectives 
jusqu’à des distances de l’ordre de 9 à 10 nm. 
 
IV - 1.2 - Interactions électrostatiques : 
 
Les interactions électrostatiques interviennent 
dans le cas de composés chargés. 
Une particule ou une surface solide, 
plongée dans un milieu aqueux, peut porter des 
charges de surface et avoir ainsi un potentiel de 
surface 0 (Figure 19). On observe alors une 
accumulation de contre-ions dans la phase 
aqueuse voisine de la surface, qui se traduit par 
la formation d’une double-couche électrique. 
La première couche, de l’épaisseur d’un ion 
approximativement, est appelée couche de 
Stern. Elle est constituée d’ions fortement 
adsorbés sur la surface. Au-delà de la couche 
de Stern se forme une seconde couche qui 
s’étend dans la phase liquide : couche diffuse 
de Gouy-Chapmann. Dans cette couche 
diffuse, l’excès en contre-ions diminue 
progressivement lorsque l’on s’éloigne de la 
surface chargée, jusqu’à ce que l’équilibre ionique de la phase aqueuse soit retrouvé. 
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Lorsque particule et surface solide s’approchent l’une de l’autre, il s’exerce une 
interaction électrostatique liée au recouvrement de leurs doubles-couches électriques. Cette 
interaction est répulsive si les deux surfaces portent des groupements chargés de même signe 
et attractive dans le cas contraire. L’épaisseur de la double-couche -1 est inversement 
proportionnelle à la concentration en ions dans la phase aqueuse. Le pH du milieu, par son 
influence sur le nombre de groupements dissociés présents sur les surfaces, intervient 
également dans la valeur des interactions électrostatiques. 
Du fait de l’adsorption de contre-ions sur la surface chargée, le potentiel de surface 0  
chute jusqu’à S dans la couche de Stern. Dans la couche diffuse, ce potentiel décroît plus 
lentement jusqu’à devenir nul. Si l’on provoque un mouvement relatif de la phase aqueuse par 
rapport à la surface, il apparaît un plan de cisaillement, situé dans la couche diffuse, au 
voisinage de la couche de Stern. On appelle potentiel zêta  le potentiel au plan de 
cisaillement. Il est inférieur à S et n’est pas équivalent au potentiel de surface 0 [James, 
1979] (Figure 19). Le potentiel zêta  peut être déterminé par des méthodes électrocinétiques, 
comme la mesure de la mobilité électrophorétique ou du potentiel d’écoulement, utilisées 
dans notre étude et dont le principe sera exposé ultérieurement (chapitre II). 
 
L’énergie libre d’interaction électrostatique GEL (J) associée à ces interactions est 
fonction de la charge portée par les particules, de leur géométrie, de leur distance de 
séparation d et de la force ionique du milieu (concentration en ions et valence de ces ions). 
L’énergie libre d’interaction entre deux sphères de rayons a1 et a2, et de potentiels zêta 1 et 2, 
séparées d’une distance d s’écrit (Equation 26) : 
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 : permittivité du milieu (6,96.10-10 J.m-1.V-2 pour l’eau) 
e : charge des électrons (1,6021.10-19 C) 
B : constante de Boltzmann (1,3807.10-23 J.K-1) 
T : température (K) 
zi : valence des ions  
ni : nombre d’ions par cm3  
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IV - 1.3 - Interactions polaires : 
 
Les interactions polaires sont des interactions que l’on trouve en milieu aqueux et qui 
sont liés à la capacité de l’eau à former des liaisons hydrogène. Ces interactions restent les 
plus mal comprises d’un point de vue théorique. 
 
IV - 1.3.1 - Liaison hydrogène : 
 
La liaison hydrogène est une interaction de nature électrique entre atomes 
électronégatifs (O, Cl, F, N) et atomes d’hydrogène liés à ces mêmes atomes électronégatifs. 
Un composé donné (molécule, macromolécule, particule, surface, …) peut être hydrophile, 
c’est-à-dire capable d’intervenir dans des liaisons hydrogène. Il existe différents degrés dans 
ce caractère, qui se traduit par l’existence d’interactions hydrophiles et hydrophobes plus ou 
moins importantes. 
 
IV - 1.3.2 - Répulsion hydrophile : 
 
La répulsion hydrophile se produit entre colloïdes dotés d’une forte affinité pour l’eau, 
qui se traduit par l’existence d’une couche d’eau liée à la surface et organisée en réseau. 
Quand les deux surfaces hydratées s’approchent l’une de l’autre, la présence de cette eau liée 
induit une énergie de répulsion hydrophile, GAB, positive. Cette répulsion hydrophile est 
fonction de la nature des particules et de leur distance de séparation d. Elle varie avec d selon 
une loi exponentielle et est effective à des distances de l’ordre de 3 à 5 nm.  
 
IV - 1.3.3 - Attraction hydrophobe : 
 
Autour d’une particule hydrophobe, l’eau va s’orienter d’une façon défavorable d’un 
point de vue thermodynamique (plus ordonnée que dans la masse de la phase aqueuse). Elle 
va donc tendre à s’éliminer de ce type de surface, ce qui se traduit par une énergie d’attraction 
hydrophobe, GAB, négative. Cette attraction hydrophobe est également fonction de la nature 
des colloïdes et de leur distance de séparation d et elle varie avec d selon une loi 
exponentielle. Mais cette interaction est effective à des distances de l’ordre de 10 nm et plus.  
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Selon la théorie développée par van Oss (1996), dans le cas de particules hydrophiles, 
il est possible de distinguer celles qui ont des propriétés de surface acide ou basique au sens 
de Lewis, c’est-à-dire accepteur ou donneur d’électrons respectivement.  
 
IV - 1.4 - Théorie D.L.V.O. étendue : 
 
La théorie D.L.V.O. formulée par Derjaguin et Landau (1949), Verwey et Over Beek 
(1948), est la première théorie de la stabilité de l’état colloïdal. Elle est très largement utilisée 
pour rendre compte des phénomènes de floculation ou non de systèmes colloïdaux ainsi que 
des phénomènes d’adsorption sur les surfaces. Elle ne prend en compte que les interactions 
liées aux forces de Lifshitz –van der Waals et les interactions électrostatiques. Cette théorie a 
été étendue par van Oss et al. (1986) afin de prendre en compte l’ensemble des interactions, 
notamment les interactions polaires et leur décroissance avec la distance de séparation. 
L’énergie libre d’interaction totale GTOT entre deux particules colloïdales est alors la 
somme des énergies libres liées aux forces électrostatiques GEL et non électrostatiques 
GnonEL, ces dernières étant elles-mêmes décomposées en une composante polaire GAB 
(interactions acide/base de Lewis) et une composante apolaire GLW (interaction de Lifshitz-
van der Waals) (Equation 27). Elle sera fonction des propriétés de surface des colloïdes 
(charge, caractère hydrophile/hydrophobe) et de leur géométrie ainsi que des propriétés du 
milieu (pH, force ionique).   
 
GTOT = GEL + GnonEL = GEL + GLW + GAB                                      Equation 27 
 
Le second principe de la thermodynamique prévoit que l’adhésion aura lieu si la 
variation d’énergie libre ∆G du système est négative.  
D’après l’équation de Dupré [Dupré, 1869], l’énergie libre d’interaction entre deux 
matériaux i et j est fonction des énergies interfaciales entre i et j (	ij), et des tensions de 
surface de i et de j (	i et 	j) (Equation 28). 
 
jiijij         G γ−γ−γ=∆
                                                                                       Equation 28 
 
Cette équation signifie que l’énergie libre (ou travail) nécessaire pour mettre en 
contact deux surfaces i et j est équivalente à l’énergie associée à la création d’une interface 
moins l’énergie nécessaire à la création de deux surfaces i et j.  
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D’après van Oss (1996), l’énergie  interfaciale non électrostatique est la somme des 
énergies interfaciales liées aux forces de Lifshitz-van der Waals et des énergies interfaciales 
polaires (acide/base de Lewis), ces dernières pouvant être décomposées en 2 termes non 
additifs : une composante donneur d’électrons −γi et une composante accepteur d’électrons
+γi  
(Equation 29). Ainsi, l’expression de l’énergie libre non électrostatique s’écrit : 
 
nonEL
ijG∆
 
= 
LW
ijG∆  + 
AB
ijG∆    avec 
LW
j
LW
i
LW
ij  .  . 2 -  G γγ=∆                            Equation 29 
                                                 et  ( )+−−+ γγ+γγ=∆ jijiABij  .    .  . 2 -  G  
 
L’énergie libre de surface d’un liquide correspond à sa tension de vapeur superficielle 
et est facilement mesurable [Bellon-Fontaine et Vernhet, 1999], contrairement à celle des 
solides et des microorganismes. Des méthodes de mesure de l’angle de contact (
) formé par 
une goutte de liquide (L) de tension superficielle connue, déposée sur une surface solide (S) 
ou un tapis de microorganismes (M), permettent de l’approcher [Busscher et al., 1990 ; van 
Oss, 1996 ; Bellon-Fontaine et Vernhet, 1999 ; Bos et al., 1999] grâce à l’équation de Young  
[Young, 1805] (Equation 30) : 
 
γSL = γS - γLcos 
                                                                                             Equation 30 
 
En effet, en combinant les équations 28, 29 et 30, l’équation de Young-Dupré est 
obtenue (Equation 31) et permet de déterminer les propriétés de surface d’un solide (ou d’un 
microorganisme) ( +γS , −γS , LWSγ ), à partir de la mesure d’angles de contact de ce solide avec 
des liquides dont on connaît les caractéristiques polaires ( +γL , −γL ) et apolaires ( LWLγ ),. 
 
) cos  1(
 L θ+γ ( )      . 2 L . SL . SLWL .LWS +−−+ γγ+γγ+γγ=                                       Equation 31 
 
Dans le cas d’un microorganisme (M) en présence d’une surface (S) dans un liquide 
(L), l’équation de Dupré s’applique à un système à trois entités et devient donc (Equation 
32) : 
 
   -     G SLMLMSMLS γγ−γ=∆        
                                                                         Equation 32 
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Il est alors possible d’exprimer l’interaction entre le microorganisme et la surface 
solide immergés dans un liquide, en tenant compte des interactions de Lifshitz-van der Waals 
et des interactions polaires (Equation 33). 
 
LW
L
LW
S
LW
M
LW
L
LW
S
LW
L
LW
MMLS   -   .  -   .     . [ . 2  G γγγγγ+γγ=∆                                                              Equation 33 
                      ( ) ( ) ( )]   .  -   .  -       .          .   SMSMLSMLLSML +−−++++−−−−+ γγγγγ−γ+γγ+γ−γ+γγ+
    
 
Ainsi, un certain nombre d’équations de la théorie colloïdale permettent de décrire et 
quantifier les interactions physico-chimiques entre microorganisme et surface solide, en 
distinguant les différentes composantes liées aux interactions électrostatiques et non-
électrostatiques de type Lifshitz-van der Waals et acide/base de Lewis. Ces équations 
habituellement appliquées dans le cadre d’études sur les biofilms peuvent être utilisées dans le 
cas de la recherche du mécanisme des interactions cellules/support en chromatographie en lit 
expansé. 
 
 
 
 
 
L’étude qui suit se propose de répondre à un certain nombre de limitations de la 
chromatographie en lit expansé. 
Dans un premier temps, la conception d’une nouvelle colonne tentera de résoudre les 
problèmes biotechnologiques liés au distributeur de flux, en tenant compte de la réalité 
industrielle. 
Puis, une étude des interactions cellules/support fera l’objet d’une approche 
interdisciplinaire pour tenter d’en élucider le mécanisme. 
Enfin, dans une dernière partie, les études précédentes permettront l’utilisation de la 
nouvelle colonne, pour son application à la purification de la lipase de Yarrowia lipolytica par 
chromatographie en lit expansé. 
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                     ********* 
 
 
I - 1 - Supports : 
 
Les supports échangeurs d’ions Hyper Z ont été fournis par la société Biosepra, 
division de Ciphergen Biosystems. Ils sont constitués d’oxyde de zirconium poreux dont les 
pores sont remplis d’un polymère d’acrylate. Les billes de support ont une densité moyenne 
de 3,2 g.cm-3 et un diamètre moyen de 75 µm avec une distribution de taille allant de 40 à 105 
µm. Ces caractéristiques permettent de couvrir une gamme de vitesses superficielles comprise 
entre 50 et 800 cm.h-1.  
 
 
Les supports Q Hyper Z (Figure 20) et CM Hyper Z sont respectivement des supports 
échangeurs d’anions, comportant des groupements ammonium quaternaire, et de cations, avec 
des groupements carboxyméthyl. Le support P Zirconia est un support non fonctionnalisé 
constitué de la matrice des deux précédents supports mais sans groupement chargé greffé à sa 
surface. 
 
Le support conditionné sous forme de poudre est préalablement réhydraté dans le 
tampon adéquat pendant 1 h sur une table agitante à rouleaux. Le support réhydraté est ensuite 
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 ,5
 ?
	  	 
$C 
Matériel utilisé                                                                                                             MATERIEL et METHODES 
 
 - 94 -
filtré à l’aide d’un Büchner équipé d’un filtre de 1,2 µm et d’une pompe à vide pour évacuer 
un maximum de tampon.  
 
 
I - 2 - Colonnes de chromatographie : 
I - 2.1 - Chromatographie en lit fixe : 
 
La colonne utilisée pour les expériences de chromatographie en lit fixe est une colonne 
de type XK16, d’un diamètre 16 mm et de 3 cm de hauteur. La chromatographie est pilotée 
automatiquement par le module ÄKTA purifier 900 (Amersham Biosciences) relié à une 
interface informatique sous le contrôle du logiciel Unicorn. Ainsi, l’absorbance à 280 nm, le 
pH, la conductivité et la température sont mesurés en ligne. Une boucle d’injection permet de 
réaliser des impulsions ou d’injecter l’échantillon à purifier. Un collecteur de fractions 
recueille les échantillons en sortie de colonne, dans des tubes à hémolyse.  
 
I - 2.2 - Chromatographie en lit expansé : 
 
Plusieurs types de colonnes de chromatographie en lit expansé sont disponibles au 
laboratoire : 
 
 Deux colonnes de type UpFront, avec une entrée du fluide tangentielle, d’un 
diamètre interne de 10 mm (UpFront 10) et 50 mm (UpFront 50), sont utilisées sans barreau 
aimanté afin de ne pas endommager le support. 
 
  Deux colonnes de type Streamline (Amersham Biosciences), de diamètre interne 25 
mm (Streamline 25) et 50 mm (Streamline 50), sont utilisées avec un adaptateur supérieur 
mobile fonctionnant manuellement et dont la grille a été retirée afin de limiter les problèmes 
de colmatage en sortie de colonne. 
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  Une colonne conçue au laboratoire comporte 
un distributeur conique de 7° d’angle afin d’améliorer 
l’écoulement en entrée. Le distributeur est également 
constitué d’un tube en U pour confiner le support dans la 
colonne en évitant l’utilisation d’une grille. Un schéma 
de cette colonne est représenté en Figure 21 et le plan 
détaillé du cône est donné au chapitre III (§ I-1). 
 
 
 
 
Pour les colonnes, Streamline 50, UpFront 
50, la colonne à distributeur conique ainsi que la 
colonne Streamline 25, un système de deux pompes 
péristaltiques est mis en place, une en entrée et une 
en sortie de colonne, afin d’ajuster les débits 
manuellement et stabiliser le niveau de liquide dans 
la colonne. Le détecteur UV Dual Path monitor UV-
2 (Amersham Biosciences) permet de mesurer 
l’absorbance à 280 nm en sortie (Figure 22).  
 
 
 
Pour tout type de colonne, la verticalité est vérifiée avant chaque expérimentation. 
Le débit Q (mL.min-1) est mesuré manuellement en sortie. Afin de comparer les 
différentes colonnes en s’affranchissant de la valeur de la section, le débit est converti en  
vitesse superficielle u (cm.h-1), définie par le ratio du débit sur la section de colonne S (cm²). 
Pour la colonne à distributeur conique, cette vitesse est rapportée à la section dans la partie 
cylindrique de la colonne. 
L’adaptateur mobile est positionné de façon à limiter l’espace au-dessus de la surface 
du lit, à 1 cm. 
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I - 3 - Cellules : 
 
Deux types de levures déshydratées Saccharomyces cerevisiae Saf Instant (type I) et 
Saf Levure (type II) sont fournies par S.I.Lesaffre (Marcq en Barœul, France). Ces deux types 
de cellules diffèrent par leur conditionnement, l’une sous forme de bâtonnets (type I) et l’autre 
de sphérules (type II), cette différence étant due à la procédure de séchage adoptée dans les 
deux cas. La levure de type I est en effet séchée en lit fluidisé, tandis que la levure de type II 
est séchée en tambour.  
 
Avant toute manipulation, les levures sont resuspendues dans le tampon adéquat et 
laissées sous agitation douce pendant 15 min afin de les réhydrater à température ambiante. 
Les cellules sont ensuite lavées deux fois par centrifugation (10 min à 5000 g et 4°C) et le 
culot est repris dans du tampon à une concentration finale de 0,1% masse sèche. 
Pour des études complémentaires, la levure de type II a été traitée aux ultra-sons 
pendant 5 min à 20 kHz (VibraTMCell 72434, Fisher Bioblock Scientific, Tournai, Belgique). 
 
Des mutants de paroi de la levure S.cerevisiae sont également utilisés. Leurs 
caractéristiques sont reportées dans le Tableau 4. 
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La levure Yarrowia lipolytica 329 est une souche industrielle brevetée, construite par 
Pignède et al. (2000) pour la surproduction de la lipase extracellulaire Lip2p.  
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I - 4 - Milieux de culture : 
I - 4.1 - Milieu solide : 
 
Le milieu solide riche YPD-agar est utilisé pour relancer la croissance des levures 
S.cerevisiae avant d’ensemencer les milieux liquides. Les souches sont conservées à 4°C sur 
boîte de pétri YPD dont la composition est la suivante : 
 
YPD-agar :  
Extrait de levure : 10 g.L-1 
Glucose : 20 g.L-1 
Bactopeptone  : 10 g.L-1 
Agar  : 20 g.L-1 
  
I - 4.2 - Milieux liquides : 
I - 4.2.1 - Milieu de culture de Saccharomyces cerevisiae :  
 
Les levures S.cerevisiae ont été cultivées en milieu riche YPD dont la composition est 
la même que le milieu solide mais sans agar.     
I - 4.2.2 - Milieu de culture de Yarrowia lipolytica : 
 
 Solutions-stock : 
 
 
 
 
 
 
 
L’émulsion d’acide oléique n’est pas stérilisée mais préparée avec de l’eau stérile puis 
soumise aux ultra-sons trois fois pendant une minute à 20 kHz (VibraTMCell 72434, Fisher 
Bioblock Scientific, Tournai, Belgique).  
50 g.L-1 Y5T10 (5X) :  Extrait de levure : 
                        Tryptone : 100 g.L-1 
D-Glucose: 500 g.L-1 
20% (m/v) Emulsion d’acide oléique : Acide oléique : 
                                            Tween 40 : 0,5% (m/v) 
Tampon phosphate (10X) Na2HPO4/KH2PO4  0,5 M  pH=6,8 
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 Solution Y1T2D1 tp PO4 50 mM pH=6,8 utilisée pour la préculture : 
 
Pour 50 mL de préculture : 
Y5T10 5X : 10 mL 
D-Glucose : 1 mL 
Tampon phosphate 10X : 5 mL 
H2O : 34 mL 
 
 Solution Y1T2D025 tp PO4 50 mM pH=6,8 utilisée pour la culture en fermenteur : 
 
Pour une culture de1 L : 
Y5T10 5X : 200 mL 
D-Glucose : 5 mL 
Tampon phosphate 10X : 100 mL 
H2O : 650 mL 
 L’émulsion d’acide oléique est ajoutée au cours de la fermentation. 
 
I - 5 - Protéines : 
 
L’albumine de sérum bovin (BSA) (Sigma) est une protéine de masse moléculaire 
67kDa avec un point isoélectrique de 5,5. Elle peut donc être utilisée avec le support 
échangeur d’anions Q Hyper Z dans un tampon phosphate de potassium 20 mM à pH=7,3, pH 
auquel la protéine est chargée négativement.         
Le lysozyme de blanc d’œuf de poule (Sigma) est une protéine de masse moléculaire 
14,4 kDa avec un point isoélectrique de 11. Cette protéine est utilisée sur le support 
échangeur de cations CM Hyper Z dans du tampon acétate de sodium 50 mM à pH=4,5 dans 
lequel elle est chargée positivement. 
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II - 1 - Caractérisation du support de chromatographie :  
 
II - 1.1 - Détermination de la masse volumique du support : 
 
La masse volumique ρsp (g.cm-3) du support poreux P Zirconia est déterminée après 
réhydratation puis filtration afin d’éliminer le liquide interstitiel. 
Dans une éprouvette graduée, une certaine masse d’eau M(eau) (g) de volume V(eau) 
(mL) est mesurée. Après ajout dans l’éprouvette d’une certaine quantité de support filtré, la 
masse et le volume sont à nouveau mesurés. La masse volumique peut alors être calculée 
d’après la formule suivante (Equation 34) : 
 
(eau)eau)(support
(eau)eau)(support
 sp V - V
 M - M
 
+
+
=ρ
                                                                     Equation 34 
 
II - 1.2 - Détermination de la distribution de taille des billes 
adsorbantes : 
 
La distribution de taille des particules adsorbantes P Zirconia est mesurée à l’aide d’un 
granulomètre laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments, Malvern,UK) qui permet de 
déterminer le pourcentage volumique de différents diamètres de billes. Expérimentalement, 
les particules sont fluidisées à l’intérieur d’une cellule, dans laquelle elles sont éclairées par 
un faisceau laser. Compte-tenu de la densité élevée des billes, leur fluidisation est réalisée en 
présence d’un mélange eau-glycérine, afin d’augmenter leur force de traînée.  
 
Caractérisation des colonnes et modélisation de l’écoulement                                   MATERIEL et METHODES 
 
 - 100 -
Ces mesures ont été effectuées au Laboratoire Ingénierie des Procédés de 
l’Environnement (LIPE) de Toulouse, par Yannick Fayolle. 
 
II - 1.3 - Détermination de la porosité particulaire P : 
 
La porosité particulaire P pour une protéine donnée, est réalisée à l’aide d’un pulse de 
cette protéine en condition non adsorbante, c’est-à-dire en présence de forte concentration en 
sel.  
L’équation suivante (Equation 35) permet de calculer la porosité totale εT0 du lit : 
 
0
0T
V
Q . 
  
τ
=ε
                                                                                                  Equation 35 
τ (min) représente le temps de résidence dans la colonne tandis que le débit de la solution 
injectée, le volume de la colonne sont représentés respectivement par Q (mL.min-1) et V0 
(mL). 
 
La porosité particulaire εP peut alors être déduite par la relation suivante (Equation 36) : 
 
εT0 = εi 0 + (1 - εi 0) . εP                                                                                 Equation 36  
 
Une impulsion de BSA est réalisée sur un lit fixe de 3 cm de hauteur, constitué de Q 
Hyper Z et dans la colonne XK16. L’impulsion est effectuée dans le tampon adéquat à 1 M 
NaCl, à des débits de 3, 4, 5 et 6 mL.min-1. Le temps de séjour moyen est déterminé comme 
au paragraphe II-5.3.1.  
 
II - 2 - Isothermes d’adsorption de protéines sur le support : 
 
Les isothermes d’adsorption représentent la masse de protéines fixées par mg de 
support, en fonction de la concentration en protéines en solution, à l’équilibre.  
Des isothermes de BSA et de lysozyme sont réalisées respectivement sur les supports 
échangeurs d’anions Q Hyper Z et de cations CM Hyper Z préalablement réhydratés et filtrés.  
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Ainsi, 10 solutions protéiques de concentration comprise entre 0 et 5 g.L-1 pour la 
BSA et entre 0 et 2 g.L-1 pour le lysozyme sont préparées dans le tampon adéquat. Des masses 
connues de support préalablement hydraté, pesées à l’aide d’une balance de précision, sont 
placées dans des tubes à essais. Un volume donné de solution protéique de concentration 
connue est alors ajouté dans chaque tube. 
Les tubes sont ensuite placés 15 heures sur une table agitante à rouleaux.  
La concentration C en protéines à l’équilibre dans chaque tube à essais est déterminée 
à l’aide de la densité optique à 280 nm (DO280nm) des solutions obtenues, corrélée à une droite 
étalon (Equations 37 et 38 pour la BSA et le lysozyme respectivement). 
 
DO280nm = 0,6384 . CBSA                                                                              Equation 37 
DO280nm = 2,0507 . CLysozyme                                                                                                            Equation 38  
 
Soient Ci et Cf (g.L-1) respectivement les concentrations initiales et finales en 
protéines, Vmob et Vstat (mL) respectivement les volumes de la phase mobile et de la phase 
stationnaire (la phase mobile représentant la solution de protéines et la phase stationnaire 
représentant le support adsorbant) et q (mg de protéines par mL de support) la capacité 
d’adsorption du support à une concentration en protéines donnée. A l’équilibre, la relation 
suivante est établie (Equation 39) : 
 
Ci .Vmob = Cf .Vmob + q .Vstat                                                                        Equation 39  
 
Ci .Vmob représente la quantité initiale de protéine dans la phase mobile. 
Cf . Vmob représente la quantité de protéine dans la phase mobile à l’équilibre. 
q .Vstat représente la quantité de protéine adsorbée sur le support à l’équilibre. 
q est alors calculée par la relation suivante (Equation 40) : 
 
( )
stat
fimob
V
 C - C  V
  q
⋅
=                                                                                         Equation 40 
Les isothermes obtenues sont ensuite comparées à l’isotherme de Langmuir (Equation 
20, chapitre I) et la capacité maximale d’adsorption Qm (g.L-1) ainsi que la constante de 
dissociation Kd (g.L-1) sont estimées par approximation paramétrique.  
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II - 3 - Cinétiques d’adsorption de protéines sur le support : 
 
Les cinétiques d’adsorption sont réalisées avec 
un système de réacteur agité en circuit fermé pour lequel 
le temps de circulation dans les tuyaux est minimisé à 10 
secondes (Figure 23).  
Une masse précise de support Q Hyper Z 
préalablement hydraté est disposée dans un bêcher de 
250 mL contenant 100 mL de tampon adéquat à une 
concentration en NaCl de 0 et 50 mM. L’agitation dans 
le bêcher est réalisée à l’aide d’une hélice fonctionnant à 
420 tours par minute. La solution est injectée à travers 
un détecteur UV (Dual Path monitor UV-2, Amersham 
Biosciences, Uppsala, Suède) par une pompe (504ULR, Watson Marlow) dont le débit est 
fixé à 60 mL.min-1, afin de limiter le temps de circulation dans le système. Un fritté d’une 
porosité 17 µm permet de confiner le support dans le bêcher du côté de l’aspiration. 
L’acquisition de la cinétique d’adsorption débute à l’injection de 50 mL de solution 
protéique 3 X dans le bêcher pour atteindre 150 mL de solution à une concentration de 0,2 
g.L-1 en BSA.  
La cinétique d’adsorption est terminée lorsque la valeur de l’absorbance à 280 nm a 
atteint une valeur d’équilibre. 
  
II - 4 - Courbes de perçage de BSA et lysozyme sur support 
échangeur d’ions en lit fixe : 
 
II - 4.1 - Détermination du volume mort du système : 
 
Afin de déterminer le volume mort du système chromatographique, une impulsion ou 
un échelon d’acétone 10% ou de bleu dextran 5 g.L-1 est réalisé, et le temps de séjour moyen 
correspondant alors au temps mort tm (min) est calculé. Le volume mort Vm (mL) est déduit 
du temps mort par la relation (Equation 41) : 
Vm = tm . Q            où Q est le débit (mL.min-1)                                           Equation 41 
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II - 4.2 - Réalisation des courbes de perçage : 
 
Des courbes de perçage de BSA et de lysozyme sont réalisées en lit fixe, sur la 
colonne XK16. Une solution de BSA (1,5 g.L-1) ou de lysozyme (0,5 g.L-1) est injectée en 
continu à un débit de 3 mL.min-1, dans le tampon adéquat à des concentrations en NaCl de 0 – 
50 –100 – 150 – 200 mM, jusqu’à atteindre une valeur d’équilibre. Les protéines sont ensuite 
éluées avec du tampon 1 M NaCl et la colonne est régénérée avec du tampon d’équilibration. 
 
II - 4.3 - Calcul de la capacité dynamique d’adsorption : 
 
La capacité dynamique d’adsorption à 10% (Qdyn10%) représente la masse de protéines 
fixées par mL de support, lorsqu'en sortie de colonne, une concentration protéique égale à 
10% de la concentration de la solution injectée en entrée, est obtenue. Cette capacité se 
calcule à partir des courbes de perçage (§ II-4.2) avec la formule suivante (Equation 42) : 
 
Qdyn10%= ( Cprotéine . (t10% - tm) . Q ) / V0                                     Equation 42
  
Cprotéine : concentration en protéines dans la solution injectée (mg.mL-1) 
Q : débit (mL.min-1) 
V0 : volume de support sédimenté (mL) 
t10% : temps correspondant à une densité optique égale à 10% de la densité optique 
maximale (min)  
tm : temps mort (min) 
 
II - 5 - Etude en lit expansé : 
 
II - 5.1 - Détermination du volume mort : 
Le volume mort en lit expansé est déterminé de la même façon qu’en lit fixe, après 
expansion et stabilisation du lit pendant 30 min à la vitesse d’écoulement adéquate. 
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II - 5.2 - Mesure du degré d’expansion : 
 
Le support préalablement hydraté est expansé et stabilisé 30 min à une vitesse 
superficielle donnée. Le taux d’expansion est calculé, quel que soit le type de colonne, par le 
rapport du volume de lit expansé sur le volume de lit sédimenté V/V0. Pour les colonnes 
cylindriques pour lesquelles la section est constante, ceci revient à calculer le rapport de la 
hauteur de lit expansé sur la hauteur de lit sédimenté H/H0. 
 
II - 5.3 - Etude de la distribution des temps de séjour – Calcul du 
nombre de plateaux théoriques : 
 
II - 5.3.1 - Etude de la distribution des temps de séjour  
 
L’étude de la Distribution des Temps de Séjour (DTS), dans les colonnes de diamètre 
50 mm, est réalisée par injection d’une impulsion d’un traceur à l’aide d’une seringue insérée 
dans le tuyau à l’entrée de la colonne. Le signal obtenu en sortie de colonne est ensuite traité à 
l’aide d’un programme réalisé sous Mathcad permettant de normaliser les courbes par rapport 
à l’aire du pic obtenu, afin de calculer les moments de premier et second ordre, µ1 et µ2 
(Equation 43), conduisant respectivement au calcul du temps de résidence moyen τ et de la 
variance σ², [Levenspiel, 1972] (Equation 44) :  
 
      
                                        Equation 43 
 
 
τ = µ1       et         σ² = µ2 - µ1²                                                                      Equation 44 
 
Les impulsions sont réalisées avec un volume de lit sédimenté de 295 mL, 
correspondant à 15 cm dans une colonne cylindrique de diamètre 5 cm. Après expansion et 
stabilisation du lit à la vitesse adéquate, des injections de 5 mL d’acétone 10% ou de bleu 
dextran à 5 g.L-1 sont  effectuées sur du support P Zirconia. 
 
  
C(t).dt 
t².C(t).dt 
     et    
C(t).dt 
.C(t).dtt 
  
0
0
2
0
0
1




∞
∞
∞
∞
=µ=µ
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II - 5.3.2 - Calcul du nombre de plateaux théoriques 
 
Les expériences de distribution du temps de séjour (§ II-5.3.1) permettent de déterminer 
le temps de résidence moyen τ et la variance σ² qui conduisent au calcul du nombre de 
plateaux théoriques N par la relation donnée au chapitre I (Equation 16).  
Il est également possible de calculer le nombre de plateaux théoriques, en prenant en 
compte le degré d’expansion NEB (Equation 18). 
 
II - 5.4 - Courbes de perçage de BSA sur le support échangeur 
d’anions Q Hyper Z en lit expansé : 
 
Des courbes de perçage sont réalisées avec la BSA à une concentration de 1,5 g.L-1 sur 
le support Q Hyper Z dans les trois colonnes de diamètre interne 50 mm, avec un volume de 
lit sédimenté de 295 mL correspondant à 15 cm dans une colonne cylindrique de 5 cm de 
diamètre.  
Le lit est préalablement expansé et stabilisé pendant 30 min à la vitesse adéquate. Les 
courbes de perçage sont ensuite réalisées dans du tampon phosphate de potassium à 20 mM 
pH 7,4. La capacité dynamique d’adsorption à 10% (Qdyn10%) est calculée à partir des courbes 
obtenues, de la même façon qu’en lit fixe. 
Pour certaines séries d’expériences, afin de limiter l’adsorption de la protéine et 
réduire les coûts en protéine pure consommée, la conductivité est ajustée à 50 mM en NaCl.  
Lorsque l’expérience est achevée, les protéines sont éluées avec 5 L de tampon 1 M 
NaCl et le support est régénéré avec 10 L de NaOH 1 M puis 20 L de tampon d’équilibration. 
 
II - 5.5 - Impulsions de bleu dextran en lit expansé en présence de 
levures : 
 
Dans les trois colonnes de diamètre 50 mm, 295 mL de support P Zirconia, 
correspondant à 15 cm de lit sédimenté dans une colonne cylindrique de 5 cm de diamètre, 
sont préalablement expansés avec de l’eau à la vitesse superficielle adéquate. Une suspension 
de levures Saccharomyces cerevisiae de type I à 10 g.L-1 (masse sèche) est ensuite injectée en 
continu et le support est stabilisé dans ce milieu cellulaire pendant 30 min. Une impulsion de 
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bleu dextran à 5 g.L-1 est alors réalisée. Pendant 10 minutes, des fractions de 5 mL toutes les 
20 secondes sont prélevées en sortie, dans des tubes à hémolyse. 
1 mL de chaque fraction est ensuite transféré dans un tube Eppendorf, puis centrifugé 
5 min à 14000 rpm. Le surnageant est récupéré et la densité optique à 280 nm est mesurée. 
Du support neuf est utilisé pour chaque expérimentation. 
 
II - 5.6 - Détermination du taux de vide interstitiel en lit expansé εi : 
 
Le taux de vide interstitiel en lit expansé i est déterminé à l’aide de la relation de 
McCabe et al. (1985) (Equation 8) qui lie le degré d’expansion H/H0 et le taux de vide 
interstitiel en lit fixe i0 et en lit expansé i. Le taux de vide interstitiel en lit fixe i0 est pris 
classiquement égal à 0,4. 
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III - 1 - Culture des levures S.cerevisiae :       
             
III - 1.1 - Conditions de culture : 
 
Afin de diminuer la phase d’adaptation du microorganisme dans le milieu de culture 
en début de fermentation, la levure est « réactivée » par une préculture. Celle-ci est réalisée en 
tube à essais à partir de colonies sur boîte de Pétri ou bien de quelques granules de levures 
déshydratées, mis en culture dans 10 mL de milieu YPD. Les tubes à essais sont laissés à 
30°C sous agitation à 200 rpm. La culture est ensuite ensemencée à une densité optique de 
0,05 à 600 nm, dans 200 mL de milieu YPD, dans un Erlenmeyer bafflé qui est ensuite mis à 
30°C sous agitation à 120 rpm. 
La culture est stoppée après vérification de l’absence de contamination par observation 
au microscope optique. Les cellules sont alors lavées par deux centrifugations successives de 
la suspension cellulaire pendant 10 min à 5000 g et 4°C. Le culot est repris dans de l’eau 
physiologique (150 mM NaCl) ou un tampon adéquat. 
 
III - 1.2 - Mesure de la biomasse par gravimétrie ou turbidimétrie : 
III - 1.2.1 - Gravimétrie : 
 
La biomasse totale peut être mesurée par gravimétrie, c’est-à-dire par mesure de la 
masse sèche après filtration et dessication de 5 mL de suspension cellulaire, filtrés sur une 
membrane de 0,45 µm et diamètre 45 mm. Les filtres sont préalablement séchés à l’étuve sous 
vide partiel (200 mmHg, 60°C) pendant 24 h pour en déterminer la masse. La biomasse ainsi 
filtrée est rincée à l’eau distillée puis le filtre contenant cette biomasse est mis à sécher dans 
les mêmes conditions que précédemment.   
Etude des interactions de la levure S.cerevisiae avec le support                                 MATERIEL et METHODES 
 
 - 108 -
 
III - 1.2.2 - Turbidimétrie : 
 
La méthode de turbidimétrie permet de mesurer la quantité de biomasse en temps réel. 
L’estimation de la biomasse est réalisée par la mesure de la densité optique à 600 nm, dans 
une micro-cuve en plastique de trajet optique 1 cm.  
Une corrélation peut alors être établie entre la densité optique et la teneur en biomasse 
obtenue par gravimétrie. 
 
III - 1.3 - Dosage du glucose résiduel : 
 
Au cours de la culture, le glucose résiduel est dosé à l’aide d’un analyseur automatique 
Y.S.I. modèle 2000 (YELLOW SPRINGS INSTRUMENT Inc., Yellow Spring, Ohioh, 
USA), après dilution préalable afin d’avoir une concentration inférieure à 2,5 g.L-1. Le 
principe de ce dosage est basé sur la libération du peroxyde d’oxygène (H2O2) lors de 
l’oxydation du glucose par la glucose oxydase immobilisée sur une membrane. L’oxydation 
de H2O2 par une électrode de platine libère un flux d’électrons. Le courant ainsi créé est 
proportionnel à la concentration en glucose. Après étalonnage de l’appareil, le résultat est 
directement décliné en g.L-1.  
 
III - 2 - Caractérisation des levures : 
 
III - 2.1 - Mobilité électrophorétique des levures : 
 
Les levures sont préalablement lavées puis resuspendues à 0,005% masse sèche dans 
du tampon phosphate-citrate (20 mM, pH de 3 à 8) ou dans de l’eau physiologique (150 mM 
NaCl). La mobilité électrophorétique des levures est alors mesurée à température ambiante 
avec l’appareil Zétasizer ZS, gracieusement fourni par Malvern Instruments (Malvern, UK). 
 La déviation standard de la mobilité électrophorétique moyenne est de l’ordre de +/- 
0,1 m².V-1.s-1. 
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III - 2.2 - Méthode MATS 
 
La Méthode MATS (Microbial Adhesion To Solvent) est une méthode de partition 
basée sur la comparaison de l’affinité d’un microorganisme pour un solvant mono-polaire et 
un solvant non-polaire [Bellon-Fontaine et al., 1996]. Le solvant mono-polaire peut être acide 
(accepteur d’électrons) ou bien  basique (donneur d’électrons) mais ces deux solvants doivent 
avoir des composantes Lifshitz-Van der Waals de leur tension de surface similaires. Deux 
paires de solvants ont été choisies sur cette base :  
 Le chloroforme, solvant acide avec une composante basique négligeable [Snyder, 
1974 ; Van Oss, 1996] et l’hexadécane, n-alcane apolaire [Vernhet et Bellon-Fontaine, 1995 ; 
Van Oss, 1996], permettent de déterminer le caractère donneur d’électrons. 
 L’acétate d’éthyle, solvant fortement basique [Snyder, 1974 ; Van Oss, 1996] et le 
décane, n-alcane apolaire [Vernhet et Bellon-Fontaine, 1995 ; Van Oss, 1996], permettent de 
déterminer le caractère accepteur d’électrons. 
 
Expérimentalement, une suspension de levures lavées est préparée dans du sérum 
physiologique (150 mM NaCl) à une densité optique à 600 nm d’environ 0,7. 
Dans un tube à hémolyse, 0,4 mL de solvant sont ajoutés à 2,4 mL de suspension 
cellulaire. Le mélange est agité manuellement pendant 10 s puis vortexé pendant 50 s. Le 
mélange est ensuite laissé au repos 15 min, afin de permettre la séparation complète des deux 
phases. Puis, un échantillon (1 mL) de la phase aqueuse est délicatement prélevé pour mesure 
de la densité optique à 600 nm. Le pourcentage de cellules liées à chaque solvant est ensuite 
calculé grâce à l’équation 45 : 
 
Affinité = 1- A600 /A600,i                                                                                Equation 45 
 
avec A600,i et A600 : densités optiques à 600 nm de la suspension de levures avant et 
après contact avec le solvant, respectivement. 
 
Tous les tests sont réalisés en triplicata. 
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III - 2.3 - Chambre à écoulement cisaillé : 
 
III - 2.3.1 - Levures et surfaces solides :  
 
Les levures mnn9 et X2180-1A, prélevées en phase stationnaire de croissance, sont 
préalablement lavées par deux centrifugations 5 min à 14000 rpm, puis resuspendues  dans de 
l’eau physiologique (150 mM NaCl). Des expériences de détachement des levures ainsi 
conditionnées ont ensuite été réalisées à l’Institut de Mécanique des Fluides de Toulouse en 
utilisant la chambre à écoulement cisaillé et en adaptant la méthodologie précédemment 
décrite par Mercier-Bonin et al. (2004). La surface solide choisie est une plaque de 
polystyrène (Goodfellow, Lille, France) dont les dimensions sont les suivantes : longueur 210 
mm, largeur 90 mm et épaisseur 4 mm. Le protocole de nettoyage chimique comporte quatre 
étapes : trempage à 50°C pendant 5 min dans un détergent alcalin (Decon 90, Decon 
Laboratories Limited, Hove, Grande-Bretagne) (0,1% v/v), rinçage pendant 3 min avec de 
l’eau du robinet à 50°C, rinçage pendant 3 min avec de l’eau du robinet à 20°C. Un rinçage 
final avec de l’eau distillée est ensuite réalisé. Une nouvelle plaque de polystyrène est utilisée 
pour chaque essai. Ses caractéristiques énergétiques de surface sont les suivantes :  
LW
Sγ =42 mJ.m-2, +γS =0 mJ.m-2 et −γS =1,1 mJ.m-2 [Van Oss, 1996]. 
 
III - 2.3.2 - Composition de la chambre :  
 
La chambre est composée de trois plaques superposées : la plaque en polystyrène 
précédemment décrite, une entretoise en acier inoxydable évidée, qui délimite le canal 
d’écoulement et une plaque supérieure en verre dans laquelle sont percés les orifices d’entrée, 
de sortie du fluide et d’injection des particules (épaisseurs respectives : 4 mm, 0,2 mm et 4 
mm). Les trois plaques sont maintenues ensemble par des étriers de serrage en aluminium. La 
partie parallélépipédique du canal d’écoulement est précédée d’un divergent-convergent afin 
d’assurer l’uniformité du profil de vitesse en entrée de cette partie. La caractérisation de la 
chambre d’un point de vue hydrodynamique a déjà été présentée [Mercier-Bonin et al., 2004]. 
Rappelons simplement ici que la contrainte de cisaillement pariétale est uniforme dans toute 
cette zone et donnée par l’équation 46 :  
 
lh4
Q3
2W
η
=τ                                                                                                       Equation 46 
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τW = Contrainte de cisaillement (Pa) 
Q : débit liquide de circulation (m3.s-1) 
η : viscosité dynamique du fluide (Pa.s) 
h : demi-hauteur du canal d’écoulement (m)  
l : demi-largeur du canal (m). 
 
III - 2.3.3 - Expériences de détachement : 
 
Pour chaque expérience, la chambre à écoulement est assemblée, remplie de la 
solution saline (150 mM NaCl) puis fixée sur la platine du microscope. Les levures sont alors 
injectées (200 µL de suspension à approximativement 0,1% matière sèche) puis laissées 
pendant 20 min, durée minimale nécessaire pour assurer une sédimentation complète. Un 
temps de contact de 1 heure a été choisi, le temps de contact étant défini comme l’intervalle 
entre la fin de la sédimentation et le début de la procédure incrémentale d’augmentation du 
débit de circulation. Le pourcentage initial de recouvrement de la surface par les levures dans 
la zone d’observation choisie est alors estimé à l’aide d’un microscope optique (Leica 
Microsystèmes, Rueil-Malmaison, France) opérant ici en transmission. Ce dernier est couplé à 
un appareil photo numérique (Nikon D100, Japon) lui-même relié à un logiciel d’acquisition 
et de traitement d’images. La figure 24 présente une partie de la zone d’observation vue au 
microscope dans le cas des levures X2180-1A (A) et mnn9 (B) déposées sur la plaque de 
polystyrène.  
 
Le débit de circulation est ensuite augmenté par paliers d’une durée approximative de 
3 minutes. Les faibles débits (entre 1 et 2 mL.min-1) sont obtenus par gravité et modulés en 
faisant monter un vase à niveau constant grâce à une crémaillère. Les débits supérieurs sont 
générés par une pompe à engrenages (Ismatec, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France). 
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Dans tous les cas, la vérification du débit se fait par pesée en recueillant le fluide en sortie du 
circuit hydraulique. A la fin de chaque palier, le pourcentage de recouvrement de la surface 
par les levures restant déposées est déterminé. Le pourcentage de recouvrement de la surface à 
la fin de chaque palier de débit, normalisé par le pourcentage initial, est ensuite tracé en 
fonction de la contrainte de cisaillement pariétale correspondante, la gamme de contraintes 
variant entre 0 et 40 Pa. Chaque courbe présentée correspond à la moyenne d’au moins trois 
expériences menées dans des conditions identiques. 
 
III - 2.4 - Mesure du diamètre des levures : 
 
Les levures sont préparées dans une solution à 150 mM en NaCl à une concentration 
finale de 0,05% masse sèche. Leur taille est déterminée par granulométrie laser (Mastersizer 
2000, Malvern Instruments, Malvern,UK ). 
 
III - 2.5 - Mesure de la viscosité de la suspension de levures : 
 
Les levures sont préalablement lavées puis remises en suspension à 0,1% masse sèche 
dans du tampon phosphate de potassium 20 mM pH=7,4, force ionique ajustée à 150 mM 
avec du NaCl. La viscosité dynamique de la suspension est alors mesurée à 20°C à l’aide du 
rhéomètre C-VOR-200 (Bolhin Instruments, Malvern, UK) avec un gradient de vitesse allant 
de 0 s-1 à 200 s-1.  
 
III - 3 - Caractérisation du support de chromatographie : 
 
III - 3.1 - Expériences de sédimentation du support : 
 
Le temps de sédimentation du support Q Hyper Z est mesuré in situ, directement dans 
la colonne UpFront 10, avant et après une cinétique d’adsorption de 100 min des levures de 
type I et de type II (§ III-4). Pour cela, 5 cm de support sédimenté sont expansés jusqu’à ce 
que la surface atteigne la hauteur de 12 cm. Le débit est alors stoppé. Le temps de 
sédimentation est défini comme le temps écoulé entre le moment où la surface du lit 
sédimenté devient visuellement détectable et la sédimentation complète. 
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III - 3.2 - Détermination des propriétés physico-chimiques  du 
support par montée capillaire : 
 
Les propriétés de surface du support échangeur d’anions Q Hyper Z sont déterminées 
par la méthode de montée capillaire, utilisant un tensiomètre (K14 de Krüss, Hambourg, 
Allemagne). La technique employée, appelée technique « masse-temps » [Kilau et Pahlman, 
1987], est basée sur l’étude de l’augmentation de la masse du solide poreux (w) avec le temps, 
due à la progression du liquide à l’intérieur des pores. 
Les analyses ont été effectuées au laboratoire de Sciences Pour l’Oenologie de 
Montpellier (UMR INRA-ENSAM), avec la collaboration d’Aude Vernhet. 
 
Expérimentalement, 5,5 g de support sont disposés dans une petite colonne en inox de 
façon à former un lit fixe de 4 cm de hauteur. La colonne est suspendue à une balance et vient 
affleurer la surface du solvant, qui progresse dans le support poreux par capillarité.  
 
Quatre solvants de caractéristiques connues (Tableau 5) sont utilisés : deux solvants 
apolaires, décane et diiodométhane ; deux solvants polaires, eau et formamide. 
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La courbe du carré de la masse du support en fonction du temps est ensuite tracée pour 
chacun des solvants, afin de déterminer la pente de la partie linéaire (Figure 25). 
 
Dans un premier temps, la courbe obtenue avec le décane, solvant totalement apolaire 
pour lequel l’angle de contact 
 est égal à 0, permet de déterminer la constante géométrique K 
grâce à l’équation de Washburn (Equation 47) [Washburn, 1921] :  
 
 t. cos . 
2
² . 
 .K   ²w
L
LL θ
η
ργ
=                                                                                Equation 47 
 
Connaissant K, l’équation de Washburn (Equation 47) permet ensuite de calculer 
l’angle de contact pour les trois autres solvants.  
La composante de Lifshitz-van der Waals de la tension de surface du support ( LWSγ ) 
peut être calculée à l’aide du diiodométhane, grâce à l’équation de Young-Dupré (Equation 
48) [Van Oss, 1996] :  
 
) cos  1(
 L θγ +  ( )+−−+ γγ+γγ+γγ= LSLSLWLLWS ... 2                                                Equation 48 
 
Les composantes donneur d’électrons (γS-) et accepteur d’électrons (γS+) sont ensuite 
calculées de la même façon, à l’aide des deux solvants polaires, l’eau et le formamide.  
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III - 3.3 - Détermination du potentiel zêta du support Q Hyper Z 
par mesure du potentiel d’écoulement : 
 
Le potentiel d’écoulement permet de mesurer le potentiel électrocinétique ou potentiel 
zêta qui s’établit au sein de la double-couche électronique, lors du mouvement relatif d’une 
solution d’électrolyte par rapport au support chargé.  
La mesure a été effectuée à l’aide de l’appareil ZêtaCAD (CAD instrumentation, Les-
Essarts-Le-Roi, France), pour une force ionique de 150 mM, condition dans laquelle ont été 
réalisés la plupart des essais.  
La solution de NaCl 150 mM circule entre 
deux récipients de 1 L placés sous une pression 
d’azote de 10 à 500 mbars à travers une colonne 
contenant le support Q Hyper Z confiné à l’aide de 
filtres 70 µm (Figure 26). Une vanne d’entrée et des 
vannes de distribution permettent d’appliquer la 
pression à l’un ou l’autre des récipients. La charge 
de surface provoque une répartition des ions de 
l’électrolyte et donc un potentiel électrique qui peut 
être mesuré aux bornes de la colonne d’échantillon 
grâce à des électrodes d’Ag/AgCl plongeant dans la solution et disposées de part et d’autre 
des filtres. Ainsi , la différence de potentiel (E) aux bornes de la colonne est mesurée en 
fonction de la pression imposée (P), dans deux sens d’écoulement opposés. Le potentiel zêta 
est ensuite calculé grâce à la formule de Smoluchowski (Equation 49): 
 
ζ⋅
piηλ
ε
=   
4
  
P
E
                                                                                                Equation 49 
 
P
E : pente de la droite tension (E) en fonction de pression (P) (mV.Pa-1) 
ε : permittivité diélectrique du milieu (6,96.10-10 J.m-1.V2 pour l’eau) 
 : viscosité dynamique (Pa.s) 
λ : conductivité du milieu (S.cm-1) 
ζ : potentiel zêta (mV) 
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III - 4 - Cinétiques d’adsorption de levures sur le support de 
chromatographie, en lit expansé : 
 
Le schéma du dispositif expérimental utilisé pour la réalisation de cinétiques 
d’adsorption des levures est représenté sur la Figure 27. 
La colonne utilisée est la colonne UpFront 10 (UpFront Chromatography) de 10 mm 
de diamètre interne et dont l’adaptateur mobile est positionné à 10 cm de l’extrémité 
inférieure de la colonne. Du support neuf est utilisé pour chaque expérience. 
Les vitesses superficielles testées entrent dans une gamme de 300 à 600 cm.h-1 
correspondant à un débit entre 4 mL.min-1 et 8 mL.min-1. 
 
La suspension cellulaire contenue dans un 
bêcher est thermostatée à 25°C et agitée tout au 
long de l’expérience, le volume total du système 
étant de 75 mL. 8,3 g de support sont 
préalablement équilibrés pendant 1 h dans du 
tampon phosphate de potassium 20 mM pH=7,4, 
la force ionique étant ajustée avec du NaCl. Puis, 
le support, correspondant à 5 cm de hauteur de lit 
sédimenté, est expansé et stabilisé à la vitesse 
adéquate dans la colonne pendant 30 min. La 
suspension cellulaire est injectée dans la colonne à 
l’aide d’une pompe (504U Watson Marlow 
Pumps, UK) après passage dans un détecteur UV 
(monitor UPC-900 from ÄKTATMdesign, Amersham Biosciences, Uppsala, Suède) qui 
mesure la densité optique à 280 nm et est relié à un ordinateur d’acquisition (Figure 27). La 
décroissance du signal d’absorbance correspond à une diminution de la concentration en 
cellules, due à l’adsorption des levures sur le support de chromatographie. L’absorbance A est 
normalisée par la valeur de l’absorbance initiale A0 et le ratio A/A0 est tracé en fonction du 
temps pour chaque série d’expériences. 
Notons que le système n’est placé en boucle fermée qu’après 4 min afin d’éliminer le 
tampon contenu initialement dans la colonne avant l’injection de la suspension de levures. 
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III - 5 - Microscopie électronique à balayage : 
 
Après une cinétique d’adsorption de 100 min de la levure de type I sur l’échangeur 
d’anions Q Hyper Z dans la colonne UpFront 10 (§ III-4), un échantillon des billes de support 
est prélevé dans la colonne et préparé pour l’observation au microscope électronique (JSM-
5310 LV Jeol LTD, Tokyo, Japon). Ainsi, l’échantillon est déshydraté avant d’être recouvert 
d’or, puis observé sous vide poussé. 
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IV - 1 - Production de la lipase de Yarrowia lipolytica : 
 
La lipase de Yarrowia lipolytica a été produite en fermenteur. 
Dans un premier temps, deux précultures de levures Yarrowia lipolytica  sont réalisées 
dans 50 mL de milieu Y1T2D1 tp PO4 50 mM pH=6,8, dans deux Erlenmeyers bafflés de 500 
mL, pendant une nuit à 30°C sous agitation à 120 rpm. 
Le fermenteur de 2L contenant environ 1L de milieu Y1T2D025 tp PO4 50mM pH6,8 
est ensuite inoculé à l’aide des deux précultures. Les paramètres tels que la vitesse d’agitation, 
la température, le pH et la pression partielle en oxygène sont mesurés en ligne. Tout au long 
de l’expérimentation, la température et le pH sont maintenus constants et égaux à 28°C et 6,8 
respectivement.  
Dans un premier temps, la levure Yarrowia lipolytica  est cultivée sur glucose afin de 
produire de la biomasse. La consommation de glucose s’accompagne d’une diminution de la 
pression partielle en oxygène, qu’il faut compenser par une augmentation de la vitesse 
d’agitation ou du débit d’oxygène afin de permettre la croissance en biomasse. Lorsque la 
pression partielle en oxygène ne diminue plus, le glucose est épuisé. La production de lipase 
est alors induite par ajouts limités d’émulsion d’acide oléique, par fractions de 10 à 25 mL à 
l’aide d’une seringue stérile. La consommation d’acide oléique s’accompagne également 
d’une diminution de la pression partielle en oxygène qui permet de contrôler la production. 
En effet, lorsque la pression partielle en oxygène se stabilise, la présence d’acide oléique dans 
le milieu est évaluée. Pour cela, un échantillon de milieu de fermentation est prélevé puis 
centrifugé 1 min à 13000 rpm. Si en plus du culot de levures, la présence de deux phases est 
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détectée visuellement, c’est qu’il reste de l’acide oléique. Dans le cas contraire un autre ajout 
est effectué. 
En fin de fermentation l’activité lipase est dosée (§ IV-8.2) et la biomasse mesurée par 
gravimétrie (§ III-1.2.1).  
 
 
IV - 2 - Détermination du point isoélectrique de la lipase : 
 
Le point isoélectrique de la lipase LIP2 de Yarrowia lipolytica a été déterminé grâce 
au site de bioinformatique www.up.univ-mrs.fr/cgi-wabim, qui permet d’obtenir la courbe de 
titrage de la protéine à partir de sa séquence référencée AJ012632 (EMBL). 
 
 
IV - 3 - Caractérisation des levures Y.lipolytica et du support 
CM Hyper Z : 
IV - 3.1 - Mesure de la mobilité électrophorétique des levures : 
 
La mobilité électrophorétique des levures Yarrowia lipolytica est mesurée de la même 
façon que celle de la levure S.cerevisiae (§ III-2.1). 
 
IV - 3.2 - Cinétique d’adsorption de levures Y.lipolytica sur le 
support CM Hyper Z : 
 
Une cinétique d’adsorption de levures Yarrowia lipolytica sur le support CM Hyper Z a 
été réalisée a l’aide de la technique décrite au paragraphe III-4, dans du tampon acétate de 
potassium 20 mM pH=4,5, la force ionique étant ajustée à 0,1 M avec du NaCl. 
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IV - 4 - Purification de la lipase en chromatographie en lit 
fixe : 
 
La lipase de la souche Yarrowia lipolytica 329 est produite en milieu riche. A la fin de 
la fermentation, le moût de culture est centrifugé 20 min à 8000 rpm. Le surnageant contenant 
la lipase est ensuite filtré à l’aide d’un filtre 0,2 µm puis le pH d’un échantillon est ajusté à 
4,25 ou 4,5 avec de l’acide acétique. 
Le lit fixe est constitué de 6 mL de support échangeur de cations CM Hyper Z, 
équilibré dans du tampon acétate de sodium 20 mM pH=4,25 ou 4,5, dans la colonne XK16. 
Le débit égal à 1,5 mL.min-1 est gardé constant tout au long de l’expérimentation et des 
fractions sont collectées en sortie toutes les minutes, dans des tubes à hémolyse.  
Après équilibration du support, 2 mL de lipase sont injectés dans la colonne. La 
colonne est ensuite lavée avec du tampon d’équilibration pendant 20 min. Puis, les protéines 
sont éluées dans du tampon soit par un gradient 0-1 M NaCl soit par paliers successifs de 0,4 
M, 0,7 M et 1 M NaCl. Le support est ensuite régénéré avec le tampon d’équilibration. 
L’activité lipase est ensuite repérée qualitativement en microplaque (§ IV-8.1). 
 
 
IV - 5 - Optimisation de la purification de lipase en lit 
expansé : 
 
L’optimisation des conditions de purification de la lipase en lit expansé est réalisée dans 
une colonne de type UpFront10, contenant 10 cm de support CM Hyper Z sédimenté, soit 
environ 7,5 mL. Le support est équilibré et stabilisé avec du tampon acétate de potassium 
20mM pH=4,5, à un débit de 5 mL.min-1 pour atteindre un degré d’expansion égal à 2. Des 
fractions sont collectées toutes les minutes, dans des tubes à hémolyse.  
Après équilibration du support, 10 mL de préparation de lipase filtrée, dont le pH a 
préalablement été ajusté à 4,5, sont injectés dans la colonne. Un lavage est ensuite effectué 
avec 50 mL de tampon d’équilibration. Puis, des paliers d’élution sont réalisés avec 75 mL de 
tampon 0,4 M, 0,7 M et 1 M NaCl. Le support est ensuite régénéré avec du tampon 
d’équilibration. 
L’activité lipase dans les fractions collectées est ensuite repérée qualitativement en 
microplaque (§ IV-8.1). 
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IV - 6 - Courbes de perçage de lipase sur CM Hyper Z : 
IV - 6.1 - Courbe de perçage en lit fixe : 
 
Une courbe de perçage de lipase est réalisée en lit fixe, en injectant 600 mL de 
solution protéique (pH ajusté à 4,5), en continu, dans la colonne XK16 contenant 6 mL de 
support échangeur de cations CM Hyper Z, équilibré dans du tampon acétate de potassium 
20mM pH=4,5. Le débit égal à 1,5 mL.min-1 est gardé constant tout au long de 
l’expérimentation et des fractions sont collectées en sortie toutes les minutes, dans des tubes à 
hémolyse, jusqu’à atteindre en sortie la concentration en lipase (activité) initiale. L’activité 
lipase de chaque fraction est dosée au fur et à mesure (§ IV-8.2). 
 
IV - 6.2 - Courbe de perçage en lit expansé : 
 
Une courbe de perçage de lipase est réalisée en lit expansé, dans une colonne de type 
UpFront 10 contenant 7,5 mL de support CM Hyper Z, ce qui correspond à une hauteur de lit 
sédimenté de 10 cm. Le lit est expansé deux fois à un débit de 5 mL.min-1 dans du tampon 
acétate de potassium 20 mM pH=4,5. Après équilibration et stabilisation du lit, 220 mL de 
lipase (pH ajusté à 4,5) sont injectés en continu et des fractions sont collectées toutes les 
minutes en sortie, dans des tubes à hémolyse. L’activité lipase est dosée quantitativement au 
fur et à mesure. L’expérience est stoppée lorsque l’activité lipase en sortie est égale à 
l’activité lipase en entrée. 
 
IV - 7 - Purification de la lipase en lit expansé sur colonne à 
distributeur conique : 
 
La purification par chromatographie en lit expansé de la lipase produite par Yarrowia 
lipolytica  a été réalisée dans la colonne à distributeur conique contenant 500 mL de support 
CM Hyper Z, équilibré dans du tampon acétate de potassium 20 mM pH=4,5 à un débit de 
144 mL.min-1 afin d’atteindre un degré d’expansion égal à 2.  
Le moût de fermentation est récupéré en sortie de fermenteur. La conductivité et le pH 
sont mesurés. Le pH est ajusté à 4,5 avec de l’acide acétique.  
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Après équilibration et stabilisation du lit, 550 mL de moût de fermentation sont 
injectés dans la colonne. Un lavage est ensuite effectué avec du tampon d’équilibration 
jusqu’à ce que la densité optique en sortie de colonne redevienne nulle. Les élutions sont 
ensuite effectuées avec des paliers 0,7 M et 1 M NaCl. Des fractions de 500 mL sont 
collectées en sortie afin d’y doser l’activité lipase. 
 
IV - 8 - Dosage d’activité lipase : 
 
L’activité lipase est détectée par la mesure spectrophotométrique de la vitesse initiale 
de production du p-NitroPhénol (pNP) lors de la réaction enzymatique de la lipase en 
présence de p-NitroPhényl Butyrate (pNPB), dans du tampon phosphate de sodium 0,1 M - 
NaCl 0,1 M pH=7,2.  
 
IV - 8.1 - Détection de l’activité lipase : 
 
Après chromatographie, l’activité lipase peut être simplement détectée par 
colorimétrie en microplaque de 96 puits de 250 µL par le milieu réactionnel suivant : 
Tampon phosphate de sodium : 175 µL 
Echantillon enzymatique :          20 µL 
pNPB 40 mM :                            5 µL 
La coloration jaune qui apparaît après quelques minutes à température ambiante 
témoigne alors de la présence d’activité lipase. 
 
IV - 8.2 - Dosage de l’activité lipase : 
 
L’activité lipase est dosée en réalisant une cinétique d’activité en macrocuve en 
plastique de 3 mL, à l’aide du milieu réactionnel suivant : 
Tampon phosphate de sodium : 1900 µL 
Echantillon enzymatique :          50 µL 
pNPB 40 mM :                            50 µL 
Dès l’ajout du substrat pNPB, le milieu réactionnel est homogénéisé manuellement 
dans la macrocuve, qui est alors disposée dans un spectrophotomètre à température ambiante. 
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La détection du produit est effectuée à 410 nm. La pente obtenue permet de calculer l’activité 
lipase à l’aide de l’équation 50 et d’une droite étalon réalisée avec des concentrations 
connues en pNP. 1 unité d’activité lipase correspond à une micromole de pNP produite par 
minute à pH=7,2 et température ambiante. 
 
( ) 3
Etalon
nEchantillo1 10  FD    . ⋅⋅
∆
∆
=
−
pNP
lipase MM
mLUActivité                                           Equation 50 
 
Activité lipase (U.mL-1) = 7 . Echantillon . FD 
 
Echantillon : pente de la droite de l’échantillon (DO.min-1) 
Etalon : pente de la droite étalon de pNP (DO.g-1.L) 
FD : facteur de dilution de l’échantillon dans le milieu réactionnel 
MMpNP : masse molaire du pNP (MMpNP = 139 g.mol-1) 
 
IV - 9 - Dosage des protéines totales  par la méthode de 
Bradford : 
 
Les protéines totales sont dosées par la méthode de Bradford (1976), basée sur le 
déplacement du maximum d’absorption d’une solution acide de bleu de Coomassie G-250, de 
465 nm à 595 nm, provoqué par la présence de protéines. Une gamme étalon est réalisée avec 
de la BSA de 0 à 20 mg.L-1.  
 
IV - 10 - Electrophorèse en conditions dénaturantes SDS-
PAGE : 
 
Les protéines sont séparées sur un gel de polyacrylamide selon la méthode de 
Laemmli (1970) dans laquelle un gel de concentration à 4% précède un gel de séparation à 
12% (Tableau 6). Les échantillons ainsi que le marqueur de taille (Biorad) sont incubés 3 min 
à 100°C, en présence de tampon de charge 1X avant d’être déposés sur gel. La migration est 
effectuée à l’aide d’un système d’électrophorèse à 180 V, dans un tampon de migration. 
Après migration, le gel de séparation est coloré 15 min dans une solution de coloration au 
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bleu de Coomassie. La décoloration consiste en plusieurs lavages dans une solution d’acide 
acétique 10% / éthanol 30% (v/v) renouvelée plusieurs fois. Le gel est ensuite placé dans un 
bain 70% éthanol-3% glycérol (v/v) puis un bain 3% (v/v) glycérol, avant d’être séché sous 
vide à 70 °C. 
 
(
1'

			

 E 	)#  E 		!9# 
/ 	6"#  6("4< 9<
O 	O 5-*!:(+-H. 9:!< 9<
  !"# 0++H9,,:B,
5!1 9(4< ("4<
O &+& 9(4< (4<
?		!"#  64< ("4<
-9" 5 .""4<
 
 Bleu de bromophénol : 0,1% 
 SDS : 10% 
 Glycérol : 25% 
 -mercaptoéthanol : 25% 
Tampon de charge 5X : 
 Tampon 60mM Tris-HCl pH7 
 
 SDS : 0,1% 
 Tris (MM=121,1g.mol-1) : 25 mM Tampon de migration : 
 Glycine (MM=75,04 g.mol-1) : 192 mM 
 
 R250 à 5g.L-1 dans éthanol 95% : 250 mL 
 Acide acétique 80% :  50 mL  Solution de coloration : 
 H2O : 200 mL 
 
 Phosphorylase B : 97 400 Da 
 BSA : 66 200 Da 
 Ovalbumine: 45 000 Da 
 Anhydrase carbonique : 31 000 Da 
 Inhibiteur trypsique de soja : 21 500 Da 
Composition du marqueur de taille : 
 Lysozyme : 14 400 Da 
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I - 1 - Conception de la colonne à distributeur conique : 
 
La plupart des colonnes actuellement commercialisées présentent des inconvénients, 
en particulier au niveau de leur distributeur. En effet, les colonnes de type Streamline sont 
équipées d’une grille, qui favorise les écoulement préférentiels par la formation de jets et qui 
est sujette à des colmatages, ce qui induit des difficultés de nettoyage. Les colonnes de type 
UpFront, quant à elles, comportent un barreau aimanté dont la rotation peut altérer l’intégrité 
des supports sensibles au cisaillement, tels que les supports Hyper Z. De plus, ces colonnes 
sont souvent mal adaptées à grande échelle car l’écoulement y est alors difficilement piston. 
Les nouvelles colonnes commercialisées constituées de plusieurs rayons de distribution 
tentent de répondre aux problèmes d’homogénéité du flux, mais entrainent des difficultés de 
nettoyage, paramètre essentiel pour l’industrie.  
Ainsi, la plupart des colonnes ne semblent pas pouvoir concilier facilité d’utilisation, 
de nettoyage et établissement d’un écoulement piston dès l’entrée de la colonne. 
 
Un nouveau distributeur de flux a donc été conçu au laboratoire afin de prendre en 
compte ces différentes contraintes (Figure 28). Ce distributeur comporte une partie conique 
qui permet d’éviter l’élargissement brusque à l’entrée de la colonne, de façon à limiter les 
problèmes de mélange dus à la formation d’un jet. Un tube en U connecté à l’extrémité 
inférieure permet d’éviter l’utilisation d’une grille en confinant le support à l’aide d’une 
vanne ou d’une pince à vis. La sortie de la colonne est de même type que celle des colonnes 
UpFront, c’est-à-dire une canne en verre sans aucune grille. Deux pompes (une en entrée et 
une en sortie) permettent de réguler le niveau de liquide à l’intérieur de la colonne. 
Les premiers tests réalisés sur une colonne comportant un cône de 15° en verre, ont 
montré la présence de chemins préférentiels importants, induisant une faible expansion et une 
instabilité du lit (Figure 28 A). L’élargissement à la base du cône semble être la cause 
possible du mauvais écoulement. La section droite d’un diamètre de 6 mm précédent le cône 
semble également trop courte pour que l’écoulement soit établi à la sortie du tube en U. Cette 
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section est donc allongée à 10 cm et l’entrée du cône est travaillée de façon a être plus 
progressive (Figure 28 B). Des injections de bleu dextran dans la colonne remplie d’eau 
mettent en évidence la formation d’un jet (Figure 28 C). Le cône ne joue donc pas son rôle de 
distributeur de flux. Les mêmes tests sont réalisés en présence d’une bille de verre afin de 
casser le jet, mais l’écoulement est alors perturbé (Figure 28 D). De plus, on peut supposer 
que la bille présente les mêmes inconvénients qu’un barreau aimanté.  
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Un distributeur de flux, constitué d’un cône de 7° en plexiglass, est alors fabriqué sur 
un tour à commande numérique. Le schéma détaillé de ce distributeur est donné sur la figure 
29. L’angle du cône permet ainsi d’éviter le décollement de la veine fluide de la paroi. Ce 
distributeur représente 108 mL dans une colonne de section droite 5 cm. Les tests de bleu 
dextran montrent que le front du traceur reste horizontal pendant toute la longueur de la 
colonne, utilisant la section complète et évitant l’apparition de jets ou de mélange. En 
présence de support, le lit semble s’expanser normalement et apparaît très stable.  
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I - 2 - Etude de la fluidisation du lit dans la colonne à 
distributeur conique : 
 
Afin de caractériser cette nouvelle colonne à distributeur conique, ses performances 
hydrodynamiques ont été recherchées puis comparées à celles des colonnes cylindriques 
commerciales.  
 
I - 2.1 - Influence de la hauteur de lit sédimenté : 
 
La nature exacte de l’impact des distributeurs sur la fluidisation n’apparaît pas très 
claire dans les études rapportées à l’heure actuelle. Dans un premier temps, nous avons étudié 
l’influence de la hauteur de lit sédimenté sur le taux d’expansion par des expériences simples 
de fluidisation.  
Ces expériences ont été réalisées avec du support non fonctionnel P Zirconia, à 5 
hauteurs de lit sédimenté différentes et pour chaque hauteur de lit sédimenté, 5 débits d’eau 
différents ont été testés. Le degré d’expansion V/V0 a ensuite été tracé en fonction de la 
vitesse superficielle dans la colonne (Figure 30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les résultats montrent que, dans notre colonne à distributeur conique, la hauteur de lit 
sédimenté n’a pas d’influence significative sur le degré d’expansion, contrairement à ce 
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qu’une étude rapporte sur une colonne équipée également d’un distributeur conique (Chapitre 
I - § I-3) [De Luca et al., 1994]. Selon ces auteurs, une sous-expansion serait observée dans le 
cas d’une faible hauteur de lit sédimenté, à cause de chemins préférentiels formés en bas de 
colonne. Ces chemins préférentiels sont compensés à partir d’une hauteur de lit sédimenté 
suffisamment élevée de l’ordre de deux fois le diamètre de la colonne, la partie inférieure du 
lit faisant alors office de distributeur de flux. Ces observations sont également rapportées par 
Théodossiou et al. (2002) qui constatent que dans une colonne de 1 cm de diamètre, 
l’augmentation de la hauteur de lit sédimenté de 6,3 cm à 10 cm a beaucoup moins d’impact 
que de la diminuer de 6,3 cm à 3,7 cm, où des chemins préférentiels apparaissent.  
Les résultats obtenus avec la colonne à distributeur conique laissent donc supposer que 
ce cône améliore l’écoulement en bas de la colonne dont le taux d’expansion devient alors 
indépendant de la hauteur initiale de lit. 
 
I - 2.2 - Influence du distributeur sur la fluidisation du support : 
 
Les performances de fluidisation de la colonne à distributeur conique ont ensuite été 
comparées à celles des colonnes commerciales Streamline 25, Streamline 50 et UpFront 50. 
Pour cela,  un volume de lit sédimenté de 295 mL de P Zirconia a été utilisé, ce qui 
correspond à 15 cm dans une colonne cylindrique de 5 cm de diamètre (Figure 31). La vitesse 
superficielle dans la colonne à distributeur conique est ramenée à la section dans la partie 
cylindrique de la colonne. 
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On constate tout d’abord que le support a un comportement similaire dans les colonnes 
Streamline 50 et Streamline 25, ce qui laisse supposer que 15 cm est une hauteur de lit 
sédimenté suffisante, même relativement au diamètre de la colonne Streamline 50 (5 cm), 
pour avoir une fluidisation du support de bonne qualité. 
Les autres résultats suggèrent une influence du type de distributeur sur le degré 
d’expansion. 
La sous-expansion observée dans le cas de la colonne UpFront 50 peut s’expliquer par 
l’absence du barreau aimanté, inutilisable dans le cas d’un support sensible au cisaillement. 
En effet, sans barreau aimanté, le flux est probablement moins homogène sur la section de 
colonne, ce qui ne permet pas de contrecarrer l’effet des chemins préférentiels formés par le 
jet à l’entrée de la colonne. 
Le support semble s’expanser légèrement plus dans la colonne à distributeur conique, 
probablement grâce à l’établissement d’un écoulement plus homogène dès l’entrée de la 
colonne. En effet, dans le cas du distributeur conique, l’absence de grille et de l’élargissement 
brusque limite la formation de jets, donc de chemins préférentiels. Le cône doit également 
induire un effet de surexpansion à l’entrée de la colonne. Il faut noter que sa section y est 
effectivement la plus petite (6 mm), la vitesse interstitielle y est donc beaucoup plus grande.  
 
I - 2.3 - Comparaison avec la corrélation de Richardson-Zaki : 
 
La corrélation empirique de Richardson-Zaki met en relation le taux de vide interstitiel 
avec la vitesse superficielle (Equation 7), à travers la vitesse terminale de fluidisation ut, 
définie par la loi de Stokes (Equation 6), et l’index d’expansion n qui dépend du régime 
d’écoulement.  
 
u = ut.εi
n
 
 
Cette corrélation est utilisée pour des lits fluidisés mais c’est également la relation la 
plus utilisée dans le cas des lits expansés. L’index d’expansion n permet de corriger la vitesse 
terminale calculée d’après la loi de Stokes en introduisant l’influence des effets de paroi et du 
régime d’écoulement par le biais de l’exposant n (Chapitre I, § II-2.2). Mais malgré le facteur 
correctif, de nombreux auteurs rapportent une mauvaise adéquation entre cette corrélation et 
les résultats expérimentaux obtenus en lit expansé. Ces études ont été récapitulées dans la 
publication de Theodossiou et al. (2002), dans laquelle les auteurs reprennent les données 
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expérimentales de plusieurs travaux et les comparent aux prédictions faites par la corrélation 
de Richardson-Zaki. Ils supposent que si bien souvent les résultats ne concordent pas, c’est 
parce que plusieurs facteurs agissent simultanément, comme la distribution de taille et de 
densité, la forme du support et le système de distribution.  
 
Pour notre part, nous avons donc confronté le comportement du lit en colonne à 
distributeur conique à cette théorie. 
 
La masse volumique du support poreux P 
Zirconia sp a été évaluée expérimentalement à 
3056 kg.m-3 par la technique décrite au chapitre 
II (§ II-1.1).  
La distribution de taille du support a été 
mesurée par granulométrie laser et le diamètre 
moyen des billes de support a été estimé à 
dp=52 µm (Figure 32). 
Ainsi, la vitesse terminale de fluidisation 
ut a été déterminée grâce à la loi de Stokes 
(Equation 6), pour une particule moyenne de 
support P Zirconia, dans de l’eau ( Lρ = 1000 kg.m-3;  = 10-3 Pa.s) : 
 
ut=0,00303 m.s-1 ou 1091 cm.h-1 
 
Le nombre adimensionnel de Reynolds terminal Ret a ensuite été calculé afin de 
déterminer le régime d’écoulement : 
 
η
ρ
=
Lpt
t
 . d . u
 Re  = 0,157 donc Ret < 0,2  
 
Compte-tenu de ce régime d’écoulement laminaire, l’index d’expansion n pour la 
colonne à distributeur conique (de diamètre dC 5 cm) a été estimé à partir de l’équation 9 du 
chapitre I : 
 
n = 4,67    
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Ainsi, la courbe expérimentale du taux de vide interstitiel en fonction de la vitesse 
superficielle a été comparée à la courbe théorique illustrant la corrélation de Richardson et 
Zaki, mise sous la forme :
n
1
t
i u
u
  





=ε  . 
 
 
Les résultats montrent que la courbe issue de la corrélation de Richardson - Zaki 
surestime le taux de vide interstitiel (Figure 33). 
 
La loi de Stokes permet de calculer la vitesse terminale d’une particule isolée en 
milieu infini. Or dans le cas de la chromatographie en lit fluidisé ou expansé, la particule est 
soumise aux interactions entre les particules elles-mêmes et avec les parois. Cette 
approximation est corrigée en partie par l’index d’expansion n, qui prend en compte les effets 
éventuels de parois et l’influence du régime d’écoulement. De plus, dans le cas de la 
chromatographie en lit expansé, le support étant polydisperse, une erreur est également 
amenée par l’approximation de la distribution de taille des billes par le diamètre moyen. En 
effet, Al Dibouni et Garside (1979) expliquent que les caractéristiques moyennes du support 
ne peuvent pas être utilisées dans le cas où le ratio des tailles de billes excède 1,3. Dans le cas 
du support P Zirconia, au vu de la distribution des diamètres (Figure 32), ce ratio est bien 
supérieur. Enfin, dans le cas d’une colonne à distributeur conique, la présence du cône apporte 
une complexité supplémentaire, le diamètre de la colonne n’étant alors pas constant.  
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Cependant, la corrélation de Richardson-Zaki est empirique et l’index d’expansion a 
pour rôle de corriger les approximations faites. Il est aussi possible de trouver, à partir des 
données expérimentales, un « index d’expansion expérimental » qui prenne en compte toutes 
ces approximations. Dans ce cas, comme l’expriment Lin et al. (2004), la vitesse terminale 
n’est plus la vitesse définie par la loi de Stokes mais apparaît comme une vitesse virtuelle 
qu’aurait une particule moyenne isolée en milieu infini et l’index d’expansion n permet de 
prendre en compte la réalité des conditions opératoires, c’est-à-dire des particules 
polydisperses dans une colonne à distributeur conique, par exemple. Cette approche de la 
corrélation de Richardson-Zaki  a déjà été utilisée par plusieurs auteurs qui ont cherché à 
calculer le n adapté aux lits expansés dans leurs conditions expérimentales [Theodossiou et 
al., 2002]. 
 
Ainsi, la pente et l’ordonnée à 
l’origine de la droite Ln u en fonction de Ln 
i permettent d’estimer  l’index d’expansion 
et la vitesse terminale de fluidisation 
expérimentaux  (Figure 34). 
Les caractéristiques expérimentales de 
fluidisation dans les trois colonnes ont été 
ainsi déterminées et comparées aux 
caractéristiques calculées « théoriquement » 
d’après la corrélation (Tableau 7). 
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Les vitesses terminales de fluidisation expérimentales sont relativement proches de la 
vitesse terminale théorique, quel que soit le type de colonne. En effet, cette vitesse terminale 
est calculée à partir de la loi de Stokes, c’est-à-dire qu’elle dépend uniquement des propriétés 
physico-chimiques du support et du liquide, identiques pour les trois colonnes. A l’inverse, 
l’index d’expansion expérimental apparaît très éloigné de celui prédit par la corrélation de 
Richardson et Zaki, en particulier pour la colonne UpFront 50. Cet index rend alors compte de 
toutes les différences d’écoulement dans les colonnes. Etant donné que la colonne UpFront 50 
est utilisée sans barreau aimanté afin de ne pas endommager le support, il aurait été 
intéressant d’observer le comportement du lit dans les conditions d’utilisation préconisées par 
le constructeur.  
 
La figure 35 confirme que la corrélation de Richardson-Zaki utilisée avec cet index 
d’expansion expérimental pour la colonne à distributeur conique permet bien de décrire les 
résultats expérimentaux (Figure 35). 
 
 
 
Ainsi, la corrélation de Richarson-Zaki reste une relation empirique qui n’est pas 
rigoureusement applicable en lit expansé, comme l’ont avancé plusieurs auteurs mais qui peut 
être adaptée afin de prédire la fluidisation dans des conditions opératoires données.  
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I - 3 - Hydrodynamique et transfert de masse dans la colonne 
à distributeur conique : 
 
Afin de comprendre l’hydrodynamique de la colonne à distributeur conique ainsi que 
les mécanismes de transfert de masse lors de la séparation, il apparaît intéressant de tenter de 
modéliser la chromatographie en lit expansé dans cette colonne, afin de déterminer ses 
performances, voire de prédire quelles sont les limitations de la technique et de l’améliorer. 
Dans un premier temps, les deux supports échangeurs d’ions ont été caractérisés avant 
d’étudier l’interaction protéine/support lors d’une courbe de perçage dans la colonne à 
distributeur conique, à l’aide d’une protéine modèle, la BSA, sur le support échangeur 
d’anions Q Hyper Z . 
 
I - 3.1 - Caractérisation des supports échangeur d’ions  : 
I - 3.1.1 - Isothermes d’adsorption : 
 
Les paramètres thermodynamiques de la fixation de BSA sur le support échangeur 
d’anions Q hyper Z ont été évalués à l’aide d’isothermes d’adsorption de BSA en présence de 
NaCl à des concentrations de 0, 50, 100 et 150 mM dans du tampon phosphate de potassium 
20 mM pH=7,3 (Figure 36).  
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Pour chaque concentration, les courbes ont été modélisées par l’équation des 
isothermes de Langmuir de la forme : C  K
C.Q
  q
d
m
+
= .  
 
La capacité maximale d’adsorption Qm ainsi que la constante de dissociation Kd ont 
été estimées par approximation paramétrique. Les résultats sont consignés dans le tableau 8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les résultats montrent que dans ces conditions, la fixation de BSA sur le support Q 
Hyper Z est particulièrement sensible à la présence de sel, puisque l’ajout de 50 mM NaCl fait 
chuter la capacité maximale d’adsorption de 40% et à une concentration en NaCl de 150 mM, 
seuls 10% de la capacité maximale sont conservés. 
 
Cette chute de la capacité d’adsorption s’explique par l’inhibition des charges à la 
surface du support qui augmente avec une force ionique croissante, mais probablement aussi 
par une diminution de la charge de la protéine dont les groupements ioniques sont alors 
également masqués.  
 
De même, les paramètres thermodynamiques de la fixation du lysozyme sur le support 
échangeur de cations CM Hyper Z ont été déterminés par des isothermes d’adsorption dans du 
tampon acétate de sodium 50 mM pH=4,5, à des concentrations en NaCl de 0, 50, 100, 150 et 
200 mM (Figure 37). 
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De même que pour la BSA, la capacité maximale d’adsorption Qm ainsi que la 
constante de dissociation Kd ont été estimés en utilisant l’équation de l’isotherme de 
Langmuir. Les résultats, consignés dans le tableau 9, montrent que la fixation de lysozyme 
sur le support CM Hyper Z est beaucoup moins sensible à la présence de sel que la fixation de 
la BSA sur le support Q Hyper Z, suggérant que l’utilisation du support échangeur de cations 
est possible même à force ionique plus élevée. 
 
 
 
 
 
 
 
[NaCl] (mM) Qm (mg.mL-1) Kd (mg.mL-1) 
0 81,9 3,23.10-3 
50 68,9 3,34.10-3 
100 66,4 3,32.10-3 
150 68,7 12,8.10-3 
200 61,3 23,8.10-3 
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I - 3.1.2 - Capacité dynamique d’adsorption de protéines sur les supports 
échangeurs d’ions en lit fixe : 
 
Des courbes de perçage de BSA (1,5 g.L-1) ont été réalisées en lit fixe, sur le support 
échangeur d’anions Q Hyper Z, dans le même tampon, aux concentrations en NaCl de 0, 50, 
100, 150 et 200 mM (Figure 38). Le débit de 3 mL.min-1 correspond à une vitesse 
superficielle d’environ 90 cm.h-1 dans une colonne de 1,6 cm de diamètre.  
 
La capacité dynamique à 10% 
d’adsorption de BSA sur le support a 
ensuite été déterminée pour ces conditions 
opératoires (Figure 39). Ainsi, une 
capacité dynamique maximale de 37 mg de 
BSA par mL de Q Hyper Z peut être 
estimée dans le cas de la conductivité la 
plus faible, sans ajout de NaCl. Dans les 
mêmes conditions de pH et de force 
ionique, la capacité maximale d’adsorption 
à l’équilibre atteint 54 mg de BSA par mL 
de support, témoignant ainsi de l’influence 
de l’écoulement sur les paramètres 
d’adsorption.  Les résultats confirment que 
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la fixation de BSA sur le support est très sensible à la présence de sel, puisqu’à partir d’une 
concentration en NaCl égale à 150 mM, la capacité dynamique d’adsorption devient 
particulièrement faible.  
 
Ces résultats montrent l’importance de prendre en compte la force ionique pour 
réaliser une purification de protéines de façon efficace à partir de milieux aussi complexes 
que ceux traités directement par un lit expansé. Si cette force ionique est trop élevée, il faudra 
impérativement diluer l’échantillon avant de l’injecter. 
 
 
De la même façon, des courbes de perçage de lysozyme 0,5 g.L-1 sur le support 
échangeur de cations CM Hyper Z ont été réalisées, dans du tampon acétate de sodium pH 
4,5, aux concentrations en NaCl de 0, 50, 100, 150 et 200 mM (Figure 40) et au même débit 
de 3 mL.min-1.  
 
 
Le calcul de la capacité dynamique d’adsorption à 10% confirme que la fixation du 
lysozyme sur ce support est beaucoup moins sensible à la présence de sel, puisque la capacité 
dynamique ne chute que de 15 mg.mL-1 environ à une concentration en NaCl de 200 mM 
(Figure 41). Ces expériences laissent donc penser que le CM Hyper Z pourra être utilisé à des 
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forces ioniques proches de celle des moûts de fermentation, de l’ordre de 100 à 150 mM en 
équivalent NaCl. 
 
  
La capacité dynamique d’adsorption du lysozyme sur le support échangeur de cations 
apparaît relativement élevée, même à forte concentration en NaCl. Compte-tenu de cette 
capacité importante et d’un coût prohibitif du lysozyme, pour des raisons économiques, la 
modélisation de la chromatographie en lit expansé dans la colonne conique a été uniquement 
réalisée à partir de courbes de perçage de BSA sur le support Q Hyper Z. 
 
I - 3.2 - Modélisation des courbes de perçage de BSA sur le support 
Q Hyper Z : 
 
La modélisation de la fixation de BSA sur le support Q Hyper Z a été réalisée en 
collaboration avec Jean-Christophe Bellot de l’INSA de Toulouse et Krzysztof Kaczmarski de 
l’Université de Technologie de Rzeszow (Pologne), qui ont mis au point les modèles 
théoriques. Le modèle utilisé pour cette étude est le « General Rate Model » développé en 
2000 par Kaczmarski et al. Ce modèle tient compte de la dispersion dans les phases liquide et 
solide, du transfert de masse interne et externe et peut également simuler la variation de la 
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vitesse interstitielle du fluide dans un système tel que le distributeur conique, dont la 
géométrie n’est pas conventionnelle.  
La diffusion intra-particulaire est souvent l’étape limitante du transfert de masse. Afin 
d’approcher le mécanisme de diffusion dans les particules de support, des expériences de 
cinétiques d’adsorption de protéines ont été analysées avec différents modèles. Lorsque cette 
cinétique est lente, le « general rate model » est un outil pertinent pour la prédiction des 
courbes de cinétiques d’adsorption en « batch ». La vitesse d’adsorption est également 
affectée par la distribution de taille des particules ainsi que par l’isotherme d’adsorption. Dans 
notre cas, les phénomènes thermodynamiques ont été relativement bien décrits par les 
équations des isothermes de Langmuir.  
Deux modèles ont ensuite été utilisés pour décrire les courbes de perçage et confirmer 
le mécanisme de transfert de masse : le modèle de diffusion dans un support macro-poreux et 
le modèle de diffusion dans un support micro-poreux. Les modèles sont similaires à celui 
utilisé par Kaczmarski et al. (2000), en y incluant la dépendance de la vitesse du fluide en 
fonction de la position axiale dans la colonne. Le taux de vide interstitiel du lit i, le 
coefficient de transfert de masse externe kf ainsi que le rayon des particules adsorbantes R 
sont en général fonction de la position axiale x dans la colonne, lorsque la distribution de 
taille des billes est considérée [Kaczmarski et Bellot, 2004]. Dans notre cas, des expériences 
réalisées au Laboratoire d’Ingénierie des Procédés de l’Environnement de l’INSA de 
Toulouse ont montré que le phénomène de classification a bien lieu dans une colonne de type 
Streamline 25. Cependant, nous ne disposons d’aucune donnée sur la classification des 
particules dans la colonne à distributeur conique. Ainsi, afin de simplifier l’approche, seule la 
variation axiale de la vitesse interstitielle du fluide a été prise en considération, pour rendre 
compte de la géométrie originale de la colonne. 
  
I - 3.2.1 - Modèle de diffusion dans un support macro-poreux :  
 
 L’équation du transfert de masse dans la phase liquide s’écrit de la façon suivante:  
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 Condition initiale :   
Pour t = 0, 0)0,( =xC       
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 Conditions aux limites : 
Pour x = 0, 
x
C
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Dans la partie conique de la colonne, les coordonnées sphériques doivent être utilisées : 
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Etant donné que dans le cas du cône : uφ = uθ = 0, on obtient l’équation ci-dessous : 
 
)CC(  k  
R
3
  )  - 1 ( - 
x
 C 
  
D
   = 
x 
 C 
  
r
2
 
D
   - 
r
r
  u + 
t 
 C 
  pfi2
2
ax Liax Li2
2
0
0i −⋅⋅ε
∂
∂
⋅⋅ε
∂
∂
⋅








⋅ε⋅
∂
∂
ε         Equation 53 
où r0 est le rayon du tube à l’entrée, soit  2. r0 = 0,6 cm.     
  
 L’équation du transfert de masse dans la particule adsorbante s’écrit : 
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Dans les équations précédentes, C et Cp (mg protéine / mL de liquide) représentent les 
concentrations en soluté dans la phase liquide autour des billes et dans la phase de liquide 
stagnant dans les pores, respectivement, Co est la concentration initiale en protéines, q (mg 
protéine / mL d’adsorbant) la concentration en protéines dans la phase solide, q  la 
concentration moyenne en soluté dans la particule, x la distance axiale le long de la colonne, t 
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le temps, r la distance du centre de la particule adsorbante, R le rayon de la particule 
adsorbante, H la hauteur du lit expansé, i le taux de vide interstitiel du lit, p la porosité 
particulaire, u la vitesse superficielle, DaxL (DaxS) le coefficient de dispersion axiale dans la 
phase liquide (solide), De le coefficient de diffusion effectif, kf le coefficient de transfert de 
masse externe. 
 
Le coefficient de dispersion de la phase solide DaxS a été calculé grâce à l’équation proposée 
par van der Meer et al. (1984) (Equation 21). 
Le coefficient de dispersion axiale dans la phase liquide DaxL a été déterminé à partir 
d’expériences d’impulsions de bleu dextran décrites au chapitre II (§ II-5.3). 
La porosité particulaire a été estimée à 0,4 par la méthode décrite au chapitre II (§ II-1.3). 
Le transfert de masse du film de liquide autour de la particule adsorbante à la surface de la 
bille, caractérisé par le coefficient kf, a été négligé pour la modélisation des courbes de 
perçage. 
 
Les équations du modèle ont été résolues numériquement par collocation orthogonale 
[Kaczmarski et al., 2000]. 
 
Le coefficient de diffusion intraparticulaire a été déterminé à l’aide de cinétiques 
d’adsorption de BSA (1 g.L-1) sur le support échangeur d’anions Q Hyper Z, dans un tampon 
phosphate de potassium 20 mM pH 7,3, à 0 et 50 mM en NaCl (Figures 42 et 43, 
respectivement) (chapitre II, § II-3). Ces courbes ont été modélisées par le « General Rate 
Model » utilisé par Kaczmarski et Bellot (2003). Ce modèle peut prendre en compte le 
diamètre moyen des particules (A), ou bien la distribution de taille des billes de support (B). 
Le coefficient de transfert de masse externe kf a été calculé, dans ce cas, à partir de la 
corrélation de Carberry recommandée par Hunter et Carta (2000).  
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La valeur du coefficient de diffusion pour la BSA Dm a été prise égale à 5,3.10-11 m2.s-1 [Tyn 
et Gusek, 1990]. L’eau a été choisie comme liquide de référence avec une masse 
volumique de ρL=1000 kg.m-3 et une viscosité dynamique de ηL=0,001 Pa.s-1. 
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Les valeurs des coefficients de diffusion effective obtenues pour les quatre cas sont 
rapportées dans le tableau 10. 
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Les courbes générées par la simulation en considérant le diamètre moyen des 
particules démontrent que le « general rate model » prédit correctement la forme des courbes 
expérimentales (Figures 42A et 43A). Néanmoins, en accord avec de précédents travaux 
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[Kaczmarski et Bellot, 2003], les résultats obtenus avec le « general rate model » peuvent être 
améliorés en considérant la distribution de taille des billes adsorbantes (Figures 42B et 43B).  
 
Des courbes de perçage de la BSA à une concentration de 2 g.L-1 sur le support 
échangeur d’anions Q Hyper Z dans la colonne à distributeur conique ont ensuite été 
modélisées, en utilisant le coefficient de diffusion intraparticulaire qui intègre la distribution 
de taille des billes. Le volume de support sédimenté est égal à 295 mL. La vitesse 
superficielle du fluide a été maintenue constante et égale à 385 cm.h-1, induisant un degré 
d’expansion de 2,26. Les expériences ont été réalisées dans du tampon phosphate de 
potassium 20 mM pH=7,3, à des concentrations en NaCl de 0 et 50 mM.  
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La comparaison avec le modèle montre que les courbes de perçage prédites par le 
modèle ne permettent pas de décrire les courbes de perçage expérimentales, en particulier à 0 
mM en NaCl (Figure 44 A et B). En effet, pour la courbe de perçage réalisée sans NaCl, 
expérimentalement, la capacité dynamique apparaît de l’ordre de deux fois plus élevée que ce 
que prévoit la théorie, puisque la BSA commence à être détectée autour de 800 s au lieu de 
400 s. A 50 mM, l’écart est moins grand, d’environ 200 s, entre résultats expérimentaux et 
théoriques, mais il reste significatif et suffisant pour affirmer que le modèle ne correspond pas 
aux phénomènes de transfert de masse mis en jeu dans ce système. 
 
Cependant, ce modèle est établi pour un support macro-poreux. Or, le support Q 
Hyper Z est constitué de macro-pores remplis d’un hydrogel. Cet hydrogel constitue alors un 
réseau de micro-pores qui modifie le mode de diffusion des protéines à l’intérieur des billes 
adsorbantes, ce qui pourrait expliquer l’écart important entre les courbes de perçage théorique 
et expérimentale. Ainsi, il apparaît plus juste de considérer que le support Q Hyper Z est de 
type micro-poreux, avec une diffusion des protéines dans les billes adsorbantes de type 
diffusion de surface.  
Un autre modèle a alors été utilisé, prenant en compte la diffusion des protéines à 
l’intérieur de micro-pores. 
 
I - 3.2.2 - Modèle de diffusion de surface  dans un support micro-poreux : 
 
Les équations du transfert de masse sont issues du modèle développé par Weaver et 
Carta (1996) et reprises par Wright et Glasser (2001).    
La résistance au transfert de masse externe a été négligée, pour la simulation des courbes de 
perçage. 
 
Le coefficient de diffusion de surface DS a été modélisé par le « général rate model » 
considérant ce mode de diffusion
 
dans les micro-pores, à partir de la cinétique d’adsorption de 
la BSA (1 g.L-1) sur le support, dans le tampon phosphate de potassium 20 mM pH 7,4 à 50 
mM NaCl (Figure 45).  
 
 
 
 
Caractéristiques et performances d’une colonne à distributeur conique                RESULTATS et DISCUSSION 
 
 - 149 - 
Les courbes obtenues ont permis d’estimer le coefficient de diffusion de surface à 
9,16.10-14 m2.s-1. 
 
Au vu de la figure 46, le modèle de diffusion dans un support micro-poreux, utilisant 
le coefficient de diffusion de surface déterminé à partir de la cinétique d’adsorption, ne 
permet pas de mieux prédire la courbe de perçage de BSA expérimentale puisqu’un écart de 
300 s est encore observé. 
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 Ainsi, que ce soit avec le modèle de diffusion dans les pores ou bien de diffusion de 
surface, il semblerait que les paramètres de diffusion intraparticulaire déterminés 
expérimentalement par les cinétiques d’adsorption de BSA ne correspondent pas au 
mécanisme de transfert de masse observé lors de la courbe de perçage dans la colonne à 
distributeur conique. 
 
Nous choisissons alors de déterminer le coefficient de diffusion de surface par 
approximation paramétrique à partir de la courbe de perçage. La simulation (Figure 47) 
permet d’estimer ce coefficient à 3.10-13 m2.s-1, c’est-à-dire de l’ordre de trois fois plus grand 
que celui obtenu avec les cinétiques d’adsorption. 
 
 
 
Les cinétiques d’adsorption de BSA expérimentales sont alors comparées aux 
cinétiques théoriques simulées par le « general rate model » en intégrant le nouveau 
coefficient de diffusion de surface (Figure 48).  
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Les résultats confirment bien l’écart important entre les coefficients de diffusion 
déterminés par les différentes méthodes, témoignant d’un mécanisme de diffusion des 
protéines plus compliqué qu’une simple diffusion dans les macro-pores ou une diffusion de 
surface dans des micro-pores. On peut supposer que le mécanisme de diffusion est un 
mécanisme mixte, les billes adsorbantes étant constituées d’un réseau complexe à l’intérieur 
des pores. En effet, l’hydrogel peut former à la fois un réseau de micro et macro-pores 
Cependant, pour déterminer le coefficient de diffusion pour un mécanisme mixte, d’autres 
expériences de cinétiques à différentes concentrations en BSA seraient nécessaires. 
 
Ainsi, les modèles utilisés dans cette étude n’ont pas permis de décrire correctement la 
réalité expérimentale, donc de prédire les performances de la technique utilisant ce 
distributeur conique. 
On peut imaginer que la principale source d’erreur provient du fait que les modèles ont 
été utilisés en négligeant un certain nombre de paramètres, comme la distribution de taille des 
billes remplacée par le diamètre moyen. On ne sait pas non plus de quelle manière s’opère la 
classification du support dans la colonne à distributeur conique et quelle est l’influence de ce 
phénomène sur l’adsorption des protéines. La classification a donc été également négligée, 
alors que plusieurs auteurs ont insisté sur l’importance de la prendre en considération, que ce 
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soit en terme de variation axiale du taux de vide ou de diamètre des particules [Tong et Sun, 
2002], cette variation se répercutant sur les différents coefficients de transfert de masse.  
La difficulté réside surtout dans un manque de connaissances des mécanismes de 
transfert de masse alors difficiles à modéliser. En particulier, le mécanisme de diffusion 
intraparticulaire n’a pas été élucidé. 
Des difficultés techniques peuvent également entrer en jeu. En effet, au cours de 
l’injection de BSA dans la colonne, le degré d’expansion peut varier sensiblement de 
quelques centimètres, ce qui modifie les caractéristiques du lit. Or, le modèle considère un 
degré d’expansion constant tout au long de l’expérimentation. 
 
 
Ainsi, la modélisation ne permet pas encore de prédire les performances d’une colonne 
de chromatographie en lit expansé dans une colonne à distributeur conique, étant donné la 
complexité de la technique et le manque de connaissances sur l’interdépendance des différents 
paramètres entrant en jeu.  
Le développement des modèles décrits dans la littérature permet tout de même 
d’approcher parfois la réalité des phénomènes de transfert.  
Cependant, la plupart des modèles existants nécessitent un grand nombre 
d’expérimentations pour déterminer tous les paramètres et les études sont toujours réalisées à 
partir d’une protéine modèle qui ne tient pas compte de la réelle influence du milieu et en 
particulier des cellules. 
La modélisation permet donc, pour le moment, de simplement décrire les phénomènes 
de transfert de matière, après validation par un grand nombre d’expériences mais ne permet 
pas encore de prédire la capacité d’une colonne à effectuer la séparation de biomolécules à 
partir d’un moût de fermentation complexe. Or, il s’agit-là de l’intérêt majeur de la 
chromatographie en lit expansé. 
 
 
 
Dans la suite de l’étude, des modèles plus simples et globaux, permettant de 
caractériser les performances des colonnes, ont donc été utilisés afin de comparer la colonne à 
distributeur conique avec les deux colonnes commerciales Streamline 50 et UpFront 50. 
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I - 4 - Etude des performances de la colonne à distributeur 
conique :                                       
 
Plusieurs paramètres ont été évalués. Tout d’abord, la dispersion axiale a été comparée 
dans les trois colonnes, puis la capacité dynamique du support a été déterminée. Enfin, 
l’influence de la présence de cellules sur la dispersion et la stabilité du lit a été analysée. 
 
I - 4.1 - Comparaison de la dispersion axiale dans les trois 
colonnes : 
 
La réalisation d’impulsions de bleu dextran, grosse molécule (2 000 kDa) qui ne peut 
pas pénétrer dans les pores des billes adsorbantes permet de mesurer la dispersion uniquement 
liée à l’écoulement dans l’espace interstitiel de la colonne.  
Ainsi, une impulsion de 5 mL de bleu dextran 5 g.L-1 est effectuée dans les trois 
colonnes, à deux débits : 120 mL.min-1 (367 cm.h-1) et 140 mL.min-1 (428 cm.h-1), avec un 
volume de lit sédimenté de V0=295 mL de support P Zirconia (H0=15 cm dans une colonne 
cylindrique de 5 cm de diamètre). 
 
Les signaux obtenus (Figure 49) permettent ensuite de déterminer le temps de 
résidence τ et la variance σ² afin de calculer le nombre de plateaux théoriques N à l’aide de 
l’équation 16 rappelée ci-dessous : 
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La comparaison du nombre de 
plateaux théoriques (Figure 50) montre que la 
colonne à distributeur conique présente des 
performances proches de celles de la colonne 
Streamline 50, avec un nombre de plateaux 
théoriques autour de 20, et deux fois supérieur 
au nombre obtenu avec la colonne UpFront 
50. Le faible nombre de plateaux N obtenu 
pour cette dernière témoigne de la présence de 
chemins préférentiels, sans doute expliquée 
par l’absence du barreau aimanté qui limite 
probablement l’homogénéisation du flux sur 
la section de colonne. Le degré d’expansion 
est également plus faible dans cette colonne, 
comme décrit au précédent paragraphe.  
Pour les trois colonnes, le nombre de plateaux théoriques apparaît indépendant du 
débit. 
La formule permettant de calculer la valeur de N dépend du temps de séjour donc de la 
hauteur de colonne. Ainsi, si à même débit, le degré d’expansion n’est pas le même dans les 
trois colonnes, il apparaît difficile de comparer les trois nombres de plateaux théoriques.  
 
La formule proposée par Palsson et al. 
(2001) (Equation 18) pour tenter de prendre 
en compte le degré d’expansion dans le 
calcul, est utilisée et le nombre de plateaux 
théoriques « corrigé » NEB est déterminé 
(Figure 51) en utilisant les volumes et non 
les hauteurs afin de pouvoir appliquer la 
formule à la colonne à distributeur conique. 
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Les performances des trois colonnes sont alors  rééquilibrées par le degré d’expansion. 
La colonne à distributeur conique présente un nombre de plateaux théoriques « corrigé » NEB 
intermédiaire comparé aux deux autres colonnes.  
On constate également qu’à un débit de 140 mL.min-1, la valeur de NEB est plus faible 
qu’à 120 mL.min-1, expliqué bien évidemment par un degré d’expansion plus élevé à ce débit. 
 
Ainsi, ces expériences permettent d’évaluer la dispersion axiale dans les trois colonnes 
et de comparer leurs qualités hydrodynamiques.  
 
Le distributeur de la colonne Streamline 50 semble répartir le flux de façon légèrement 
plus homogène mais ces tests simples réalisés avec un traceur ne reflètent pas les 
performances en conditions réelles d’utilisation en présence de protéines et de cellules. 
La qualité de l’écoulement de la colonne UpFront 50 est inférieure à celle des deux 
autres, à cause d’un manque d’homogénéisation. 
La colonne à distributeur conique permet d’avoir un écoulement de relativement 
bonne qualité, tout à fait comparable aux colonnes commerciales d’un point de vue mélange.  
 
Un autre paramètre qui permet d’évaluer les performances des colonnes est la capacité 
dynamique d’adsorption de BSA sur le support Q Hyper Z.  
 
I - 4.2 - Comparaison de la capacité dynamique d’adsorption de 
BSA sur Q Hyper Z dans les trois colonnes, en lit expansé : 
 
La capacité dynamique à 10% du support échangeur d’anions en lit expansé est 
déterminée par des courbes de perçage de BSA (1,5 g.L-1) sur un volume de 295 mL de Q 
Hyper Z dans les trois colonnes, à un débit de 126 mL.min-1, correspondant à une vitesse 
superficielle de 385 cm.h-1 dans une colonne de 5 cm de diamètre (Figure 52). 
 
Par souci d’économie, afin de diminuer la capacité d'adsorption de la BSA qui est 
utilisée pure, les expériences ont été réalisées dans un tampon phosphate de potassium 20 mM 
pH=7,3 à une concentration en sel de 50 mM. 
 
 
 
Caractéristiques et performances d’une colonne à distributeur conique                RESULTATS et DISCUSSION 
 
 - 156 - 
 
 
La comparaison de la capacité 
dynamique d’adsorption à 10% des trois 
colonnes est représentée par la figure 53. 
Ces résultats montrent que la colonne à 
distributeur conique est beaucoup plus 
performante avec un Qdyn10% proche de 6 
mg.mL-1 comparé aux deux autres colonnes 
qui présentent des capacités similaires 
d’environ 4 mg.mL-1. Ce résultat peut 
s’expliquer en partie par un degré 
d’expansion du support plus élevé 
(V/V0=2,26) dans la colonne à distributeur 
conique par rapport au degré d’expansion 
dans les deux autres colonnes (1,73 et 1,83 
pour les colonnes UpFront 50 et Streamline 
50, respectivement). En effet, le degré 
d’expansion plus élevé témoigne peut-être d’une meilleure hydrodynamique, donc de 
meilleures performances. De plus, le degré d’expansion plus élevé à même débit impose un 
temps de séjour plus grand, donc une probabilité de contact plus forte.  
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On peut noter que les capacités dynamiques d’adsorption en lit expansé sont presque 
trois fois inférieures à celle obtenue en lit fixe. Cependant, la géométrie de la colonne, la 
vitesse superficielle et les conditions hydrodynamiques ne sont pas les mêmes et les 
conditions opératoires ne sont pas optimisées ; le degré d’expansion n’est pas très élevé, par 
exemple. 
 
Afin de comparer la capacité 
dynamique des trois colonnes sans être 
influencé par le degré d’expansion, les 
mêmes expériences ont été réalisées à un 
degré d’expansion égal à 2 pour les trois 
colonnes, en adaptant le débit, et la capacité 
dynamique d’adsorption à 10% a été calculée 
(Figure 54). Les résultats témoignent des 
bonnes performances de la colonne à 
distributeur conique qui reste celle offrant la 
plus grande capacité dynamique dans ces 
conditions opératoires. Le degré d’expansion 
semble avoir très peu d’influence sur la 
colonne à distributeur conique. A l’inverse, la 
capacité dynamique de la colonne UpFront 50 
est légèrement améliorée à un degré d’expansion égal à 2, confirmant que les mauvaises 
performances de la colonne sont dues à une mauvaise fluidisation du lit.  
 
 
 
Ainsi, ces tests réalisés sur des solutions de BSA pure montrent que la colonne à 
distributeur conique offre une capacité dynamique plus intéressante que les colonnes 
commerciales. Mais le réel intérêt de la technique réside dans l’injection du moût de culture 
directement en sortie de fermenteur. La colonne doit donc être capable de supporter les 
contraintes apportées par ces conditions opératoires particulières. 
 
 
 
0
1
2
3
4
5
6
7
Q d
yn
10
%
*$(
 0-  *		  	 		
	   !"#  	  = /   $
- C  	    < 	
   
  = /  	 < 
 O 	 	  	 9"
+-B:)T
	9
0=	1   	("2 0L1  @ >("2
0E 1*
Caractéristiques et performances d’une colonne à distributeur conique                RESULTATS et DISCUSSION 
 
 - 158 - 
I - 4.3 - Etude de la stabilité du lit en présence de cellules 
 
La dispersion axiale dans les colonnes en présence de cellules a été comparée avec les 
résultats obtenus sans cellules. La dispersion axiale est, dans ce cas, mesurée en effectuant des 
impulsions de bleu dextran dans une colonne dont le support est équilibré avec une 
suspension de levures S.cerevisiae à une concentration cellulaire de 10 g.L-1 (masse sèche), 
représentative des milieux de fermentation. Le volume de support ainsi que le débit sont les 
mêmes que dans le cas des impulsions de bleu dextran en l’absence de cellules (Figure 55).  
 
L’expérimentation s’est révélée impossible dans la colonne Streamline 50, à cause 
d’un colmatage de la grille dès les premières minutes d’injection de la suspension de levures. 
Ceci a conduit à l’effondrement du lit, ce qui confirme la nécessité d’éviter la présence de 
grille dans ce type de technologie.  
Dans le cas des deux autres colonnes, l’expérience a pu être réalisée avec succès. 
Les signaux obtenus pour la colonne UpFront 50 avec et sans cellules témoignent d’un 
accroissement de la dispersion axiale en présence de levures. Ceci est confirmé par une baisse 
conséquente du nombre de plateaux théoriques. Ainsi, la valeur de N passe de 9 à 4,5 et la 
valeur de  NEB de 3 à 1,5 (Figure 56). 
La perturbation provoquée par la présence de cellules est beaucoup moins marquée 
dans le cas de la colonne à distributeur conique. En effet, le nombre de plateaux théoriques 
(N=14 et NEB=3,3) est alors proche de celui obtenu sans cellule (N=17 et NEB=5,2). 
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Ces expériences confirment l’efficacité d’une telle colonne à distributeur conique, qui 
évite l’utilisation d’une grille pour confiner le support. Les courbes de perçage et les 
impulsions de bleu en présence de cellules révèlent en effet que ses performances sont 
meilleures que celles des colonnes commerciales, avec une capacité dynamique d’adsorption 
significativement plus importante mais également une faible modification des propriétés 
hydrodynamiques du lit en présence de cellules.  
 
 
I - 5 - Conclusion : 
 
Une nouvelle colonne a été conçue pour répondre aux contraintes de la 
chromatographie en lit expansé. Le distributeur conique d’un angle de 7° permet ainsi 
d’obtenir des caractéristiques d’expansion du support comparables aux colonnes 
commerciales. L’expansion peut être décrite par la corrélation de Richardson-Zaki en 
adaptant les paramètres, en particulier l’index d’expansion, à la réalité expérimentale. 
Afin d’étudier les performances chromatographiques de cette nouvelle colonne, un 
modèle incluant les résistances au transfert de masse en tenant compte de la géométrie de la 
colonne a été utilisé mais s’est révélé insuffisant pour décrire la séparation, du fait de la 
complexité et de l’interdépendance des phénomènes de transfert, en particulier l’influence de 
la distribution de taille des billes et de la classification. 
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Ainsi, pour déterminer les performances de la nouvelle colonne, celle-ci a été 
comparée aux colonnes commerciales, en se basant sur des tests simples, d’impulsions de 
traceurs ou de courbes de perçage par exemple. Si l’écoulement dans la colonne à distributeur 
conique s’est avéré de qualité comparable à celle dans les colonnes commerciales, la capacité 
dynamique d’adsorption de la BSA sur le support échangeur d’anions Q Hyper Z est apparue 
beaucoup plus élevée. De plus, son design simple, en particulier l’absence de grille au niveau 
du distributeur, répond aux attentes des industriels en terme de facilité de nettoyage et permet 
à la colonne de pouvoir être utilisée en présence d’une concentration cellulaire élevée sans 
que ses performances ne soient altérées par des problèmes de colmatage ou de chemins 
préférentiels. Ainsi, la colonne à distributeur conique offre toutes les qualités requises pour 
une séparation optimale directement en sortie de fermenteur : bonne expansion du support, 
écoulement piston, grande capacité dynamique et stabilité en présence d’un moût de 
fermentation. 
Il resterait à vérifier que ces caractéristiques intéressantes restent valables lors d’un 
passage à plus large échelle. 
 
Cependant, comme évoqué au chapitre I, la plupart des problèmes en chromatographie 
en lit expansé ne sont pas liés à des problèmes d’hydrodynamique mais plutôt à la 
modification des propriétés du lit par la présence de cellules qui, dans certaines conditions, 
ont tendance à interagir avec les particules adsorbantes. 
 
L’amélioration de la technique passe donc par la compréhension du mécanisme de ces 
interactions afin de les prévenir. 
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La plupart des investigations sur les mécanismes régissant les interactions 
cellules/support utilisent des systèmes opératoires éloignés de la réalité expérimentale de la 
chromatographie en lit expansé, comme des cinétiques en « batch » ou bien des impulsions de 
biomasse. La présente étude s’efforce de prendre cette réalité en considération, en effectuant 
des observations et des analyses à partir de cinétiques d’adsorption in situ, dans une colonne 
de chromatographie en lit expansé. Ainsi, le système utilisé pour ces tests, décrit au chapitre II 
(§ III-4), permet de reproduire les conditions réelles de la capture des protéines en lit expansé. 
L’étude sur les mécanismes d’interaction des cellules avec le support de 
chromatographie en lit expansé a été réalisée à partir d’un microorganisme modèle. Le 
microorganisme choisi est la levure Saccharomyces cerevisiae, largement utilisé en 
chromatographie en lit expansé pour ce type d’analyse. De plus, le laboratoire dispose de 
cellules industrielles faciles à utiliser et qui servent par ailleurs d’outil d’investigation dans le 
domaine des biofilms fongiques. Deux types de levures sont ainsi à disposition du 
laboratoire : les levures de type I et les levures de type II, qui diffèrent par leur 
conditionnement lié à la procédure de séchage, en lit fluidisé et en tambour, respectivement. 
 
II - 1 - Etude des levures S.cerevisiae de type I et de type II 
non cultivées : 
 
Dans un premier temps, dans un souci de simplification, les levures initialement sous 
forme sèche sont réhydratées dans du tampon puis lavées par centrifugation. 
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II - 1.1 - Cinétique d’adsorption de S.cerevisiae sur support 
échangeur d’anions et comportement du lit : 
 
Une cinétique d’adsorption de levures S.cerevisiae de type I  à une concentration 
cellulaire de 0,1% (masse sèche) a été réalisée sur un support échangeur d’anions Q hyper Z 
dans un tampon phosphate de potassium 20 mM pH=7,4 de force ionique égale à 150 mM par 
ajout de NaCl, correspondant à une conductivité de 13 mS.cm-1, conditions dans lesquelles les 
cellules sont supposées être chargées négativement en surface [Ballou, 1976] et donc attirées 
par le support. La figure 57 montre la variation en fonction du temps de l’absorbance 
normalisée par l’absorbance initiale. 
 
La cinétique se décompose en deux phases successives. La première phase correspond 
à une adsorption rapide au cours de laquelle 10% de la quantité totale des cellules s’adsorbent 
en 10 min jusqu’à un plateau d’une durée égale à 20 min. Ensuite, la seconde phase coïncide 
avec une adhésion plus lente des cellules. Dans les conditions choisies, 28% des cellules 
s’adsorbent après 100 min.  
Un résultat similaire a déjà été observé par Fernandez-Lahore et al. (2000) et Lin et al. 
(2001), qui ont supposé qu’au cours de la première phase les cellules s’adsorbent en 
monocouche par des interactions électrostatiques avec l’adsorbant. Ces auteurs confirment 
cette hypothèse par des expériences d’impulsions de biomasse à force ionique croissante, 
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expériences qui mettraient en évidence uniquement cette première phase d’adsorption du fait 
du temps de contact faible [Fernandez-Lahore et al., 2000]. 
La deuxième phase d’adsorption des cellules sur le support est décrite comme 
beaucoup plus lente. Cette phase correspondrait à un colmatage de la colonne par adhésion 
irréversible de cellules et résulterait de la mise en place d’interactions entre cellules en 
suspension et cellules déjà adsorbées sur les billes, par un phénomène d’adhésion en couches 
[Fernandez-Lahore et al., 2000]. Dans ce cas, les propriétés de surface du lit auraient moins 
d’influence. Cependant, ces expérimentations ont été réalisées en « batch », système 
opératoire dans lequel les conditions hydrodynamiques sont différentes de celles rencontrées 
dans le cas réel de la chromatographie en lit expansé. 
Au cours du procédé d’adsorption, des variations significatives du degré d’expansion 
du lit peuvent être observées, celles-ci n’étant pas dues à des variations de vitesse 
superficielle, maintenue constante tout au long de l’expérimentation (Figure 57). Ainsi, à une 
vitesse superficielle relativement stable d’environ 380 cm.h-1, la variation de l’expansion du 
lit peut être divisée en deux phases distinctes. Dans un premier temps, le lit s’effondre en 
10min de son degré d’expansion initial de 1,6 à une valeur minimale de 1,1 où aucune cellule 
ne s’adsorbe plus. Le lit n’est alors pas complètement sédimenté mais des chemins 
préférentiels apparaissent et l’efficacité du lit est dramatiquement affectée. Cette altération du 
lit peut être corrélée à la stagnation de l’adsorption des cellules sur le support. Une faible 
diminution de la vitesse superficielle est également observée, probablement due à une 
augmentation de la perte de charge en raison du colmatage de la colonne. 
Au cours de la seconde phase, le lit se réexpanse progressivement, tandis que les 
cellules s’adsorbent à nouveau. A la fin de l’expérimentation, le lit se stabilise à un degré 
d’expansion inférieur à sa valeur initiale, c’est-à-dire 1,4 au lieu de 1,6 (Figure 57). 
 
Ce phénomène d’effondrement puis de ré-expansion du lit a déjà été observé par 
Theodossiou et Thomas (2002) dans le cas de l’adsorption d’ADN à une concentration de 
20µg.mL-1 sur un support échangeur d’anions à une conductivité élevée de 59 mS.cm-1. Au 
cours de l’injection continue de l’ADN, le lit a tendance à s’effondrer progressivement, 
jusqu’à atteindre un taux de vide minimum. Les molécules d’ADN lieraient les billes 
adsorbantes les unes aux autres jusqu’à ce qu’un lit totalement agrégé soit obtenu. Plusieurs 
étapes correspondant à différents degrés d’expansion du lit, dus à différents types 
d’interaction de l’ADN avec le support, ont été identifiées par ces auteurs et décrites dans le 
chapitre I (§ III-2.2). Ils émettent l’hypothèse que le point de contraction maximum du lit 
correspond à un état dans lequel les agrégats ADN-particules adsorbantes atteignent une taille 
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critique avec une charge nette à leur surface neutre. Un réarrangement s’opèrerait alors, avec 
une réduction progressive des ponts interparticulaires. La répulsion électrostatique entre 
particules voisines augmenterait, s’accompagnant de la dispersion des agrégats et de la ré-
expansion du lit. On peut cependant, s’interroger sur le rôle exact des interactions 
électrostatiques à une conductivité aussi élevée, à laquelle les charges sont probablement 
masquées. On peut imaginer qu’à une telle force ionique, le mécanisme des interactions est 
gouverné par d’autres types d’interactions non ioniques. 
Sur la base de ces observations, des hypothèses peuvent être formulées pour expliquer 
les résultats expérimentaux que nous avons obtenus dans la présente étude. 
Dans un premier temps les cellules s’adsorbent via des interactions électrostatiques, à 
condition que celles-ci soient encore effectives dans des conditions de force ionique de 150 
mM. Le lit s’effondre alors par l’extrémité inférieure, zone dans laquelle l’espace interstitiel 
est le plus réduit, facilitant ainsi la formation de pontages. On peut cependant se demander si 
la seule formation d’une première couche de levures peut être responsable de l’agrégation des 
billes au point de faire s’effondrer le lit.  
Des observations au microscope 
électronique à balayage révèlent que 
l’adsorption des cellules peut induire 
l’agrégation des billes par pontages (Figure 
58). Cependant, l’adsorption des levures sur 
les billes chargées apparaît a priori 
insuffisante pour neutraliser les charges du 
support et former ainsi des agrégats d’une 
charge nette proche de la neutralité, surtout 
avec la force ionique testée. Il faut tout de 
même noter que l’observation au microscope 
électronique peut induire des modifications 
de la structure des agrégats du fait de la préparation de l’échantillon. 
On peut supposer que, lors de la seconde phase, c’est plutôt le changement de taille et 
de densité des particules, composées des levures adsorbées sur les billes, qui va altérer la 
classification du lit par modification des caractéristiques des particules ainsi constituées 
(distribution de taille et de densité). Si les agrégats levures-support sont moins denses, le lit va 
être réarrangé de façon à opérer une nouvelle classification avec une expansion plus élevée, 
en fonction des nouvelles propriétés des particules le constituant. 
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Même si le rôle des interactions physico-chimiques apparaît prépondérant dans le 
mécanisme d’adsorption des levures, l’hydrodynamique semble également avoir un effet 
important.  
 
Cette hypothèse est confirmée par la 
réalisation de cinétiques d’adsorption de 
levures S.cerevisiae de type I sur le support 
Q Hyper Z à des vitesses superficielles 
croissantes et à même force ionique 
(Figure 59). En effet, ces expériences 
montrent que la quantité de levures 
adsorbées dépend de la vitesse superficielle 
dans la colonne. Pour des vitesses 
comprises entre 300 cm.h-1 et 600 cm.h-1, le 
profil de la cinétique est le même, 
décomposé en deux phases, mais plus la 
vitesse superficielle augmente, plus la 
quantité de cellules adsorbées est élevée. 
En effet, après 100 min, à 300, 450 et 
600cm.h-1, 25%, 32% et 37% des levures 
sont adsorbées, respectivement. Ce résultat suggère une relation directe entre la vitesse 
superficielle et l’adsorption des cellules.  
 
 
Augmenter la vitesse superficielle entraîne un accroissement du degré d’expansion : à 
300, 450 et 600 cm.h-1, les degrés d’expansion finaux sont 1,3, 1,8 et 2,3 respectivement. 
Ainsi, le temps de résidence dans la colonne reste globalement constant. En conséquence, la 
différence d’adsorption ne peut pas être liée à des temps de séjour distincts. On peut envisager 
comme alternative qu’une vitesse superficielle plus grande va améliorer l’accessibilité des 
cellules aux sites d’adsorption, du fait d’un espace inter-particulaire plus élevé.   
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II - 1.2 - Rôle des interactions électrostatiques sur la cinétique 
d’adsorption de S.cerevisiae sur échangeur d’anions : 
 
Afin d’étudier le rôle des interactions électrostatiques dans le mécanisme d’adsorption 
des cellules sur le support, la charge des levures et du support a tout d’abord été déterminée. 
 
La variation de la mobilité électrophorétique 
en fonction du pH montre que, dans la plage des pH 
testés, les levures de type I sont chargées 
négativement, avec une mobilité électrophorétique 
comprise entre –0,5 et –1,5.10-8 m2.V-1.s-1 (Figure 
60). Plus le pH décroît, moins les levures sont 
chargées. Cependant, il est important de noter que 
les mesures de charge ont été effectuées dans du 
tampon phosphate-citrate 20 mM correspondant à 
environ 40 mM en NaCl, alors que les cinétiques 
d’adsorption ont été réalisées à une force ionique 
plus élevée, équivalente à 150 mM en NaCl. Or, de 
précédentes études ont mis en évidence l’influence 
de la force ionique sur la mobilité 
électrophorétique des levures [Vernhet et al., 1992] : il a ainsi été montré qu’à 1 mM KN03, la 
mobilité électrophorétique de la levure S.cerevisiae est d’environ –1,5.10-8 m2.V-1.s-1 tandis 
qu’elle n’est plus que de –0,7.10-8 m2.V-1.s-1 à 
 
30 mM KNO3. A 60 mM KNO3, la levure est 
électriquement neutre quel que soit le pH. Dans les conditions de notre étude (à des 
concentrations en sel proches de celles rencontrées dans les moûts de fermentation autour de 
150 mM), on peut donc s’attendre à ce que la mobilité électrophorétique soit fortement 
réduite.  
 
Des mesures de mobilité électrophorétique, réalisées à un seul pH autour de 5,5-6 et à 
une force ionique de 150 mM  (dans du NaCl exclusivement), confirment que la charge des 
cellules devient particulièrement faible dans ces conditions (Tableau 11). Une mesure à 1,5 
mM confirme également l’effet de la force ionique sur la charge des cellules, décrit dans le 
littérature [Lin et al., 2004]. Malgré des conditions salines différentes (nature et valence des 
ions), les valeurs obtenues avec NaCl exclusivement et tampon phosphate-citrate (équivalent 
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à 40 mM NaCl) sont en accord avec les prédictions relatives à l’effet de la force ionique sur la 
mobilité électrophorétique, puisque pour les deux types de levures ces valeurs sont de l’ordre 
de –2, -1,5 et –0,8 10-8 m2.V-1.s-1 à 1,5, 40 et 150 mM en NaCl, respectivement, à un pH 
autour de 5,5-6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
La charge du support (potentiel zêta) a également été évaluée à une force ionique de 
150 mM NaCl par la détermination de son potentiel d’écoulement. La mesure s’est avérée 
relativement complexe du fait d’une déformation ou d’un tassement du support aux fortes 
pressions appliquées. Les résultats expérimentaux obtenus ont tout de même permis d’estimer 
le potentiel zêta du support Q Hyper Z à une valeur moyenne proche de 6,05 mV, 
correspondant à une mobilité électrophorétique autour de 0,5 10-8 m2.V-1.s-1. Cette valeur 
apparaît très faible comparée à celle rapportée par Lin et al. (2004) pour le support échangeur 
d’anions Sepharose DEAE FF, autour de 20 mV, mais qui a été déterminée dans une solution 
de KNO3 10 mM donc à une force ionique beaucoup plus faible. 
 
Ce résultat peut alors expliquer la faible capacité dynamique d’adsorption de ce même 
support observée avec la BSA dans le tampon phosphate de potassium 20 mM pH=7,4 et 150 
mM en NaCl (Figure 39, § I-3.1.2). Par conséquent, dans les cas où l’on voudra traiter le moût 
de fermentation, il faudra trouver un compromis entre un volume important de support et la 
dilution du milieu afin d’abaisser sa conductivité pour garantir ainsi une fixation maximale de 
la protéine d’intérêt. 
 
Afin d’étudier réellement l’influence de la conductivité sur l’adsorption des levures et 
de mettre en évidence le seuil à partir duquel les interactions électrostatiques ne prédominent 
plus, des cinétiques d’adsorption des levures ont été réalisées à force ionique variable et 
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vitesse superficielle et pH fixés, dans une gamme allant jusqu’à des forces ioniques très 
élevées de 300 mM (Figure 61). 
 
 
La variation de l’adsorption en fonction de la force ionique apparaît relativement 
complexe. En effet, pour une force ionique entre 70 et 150 mM NaCl, les deux phases 
successives d’adsorption et d’expansion sont retrouvées et plus la force ionique augmente, 
moins les cellules s’adsorbent, ce qui semble confirmer l’importance des interactions 
électrostatiques dans cette gamme de conductivité. Cependant, au-delà de 150 mM, les deux 
phases ne sont plus observées, le lit reste stable en terme d’expansion et les cellules 
n’apparaissent plus sensibles à toute augmentation supplémentaire de la force ionique, ce qui 
confirme qu’au-delà de 150 mM, les interactions électrostatiques ne jouent quasiment plus. 
Cependant, même à 300 mM, près de 25% des cellules s’adsorbent encore sur le support.  
 
 
Ainsi, l’adsorption des cellules au-delà de 150 mM suggère le fait que les interactions 
ioniques ne sont pas seules à gouverner les mécanismes d’interaction cellules/support. 
D’autres types d’interaction sont également responsables de l’adsorption des levures. La suite 
du travail a donc été consacrée à leur identification. 
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II - 1.3 - Effet du type de levure sur la cinétique d’adsorption de 
S.cerevisiae sur l’échangeur d’anions : 
 
Des cinétiques d’adsorption sur l’échangeur d’anions Q hyper Z ont été réalisées dans 
les mêmes conditions opératoires (tampon phosphate de potassium 20 mM pH=7,4 ; vitesse 
superficielle de 380 cm.h-1) mais avec la levure S.cerevisiae de type II. Deux expériences ont 
été effectuées : l’une à une force ionique de 150 mM (Figure 62), conditions dans lesquelles 
les effets dus à la charge sont masqués ; l’autre à une force ionique plus faible de 100 mM 
(Figure 63) afin d’observer l’influence des interactions électrostatiques sur l’adsorption de ce 
type de levure, tout en restant à une force ionique « réaliste » proche de celle des moûts de 
culture. 
 
De façon surprenante, une adsorption beaucoup plus forte de la levure de type II est 
obtenue, comparée à la levure de type I, que ce soit à 150 mM ou à 100 mM. En effet, 75% et 
85% des cellules sont adsorbées au bout de 100 min, respectivement.  
 
En parallèle, la variation du degré d’expansion a été suivie (Figures 62 et 63). 
L’expansion initiale est la même pour les deux types de levure (1,6), mais pour la levure de 
type II, le comportement du lit montre une surexpansion dans les 30 premières minutes, 
jusqu’à une valeur stable autour de 2,5 et ce, pour les deux forces ioniques testées. Les deux 
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phases observées précédemment avec la levure de type I, à la fois en termes d’adsorption et de 
caractéristiques du lit, n’apparaissent plus. Néanmoins, la courbe du degré d’expansion 
semble corrélée à celle de l’adsorption, puisque adsorption et expansion augmentent 
simultanément. On constate que, quel que soit le type de levure, plus les cellules s’adsorbent, 
plus le lit s’expanse.  
 
 
Il est important de noter que cette variation d’expansion n’est pas due à une différence 
de viscosité des suspensions cellulaires : la mesure de viscosité a montré que les suspensions 
des deux types de levures pouvaient être considérées comme des fluides newtoniens avec la 
même viscosité dynamique, proche de 1,04 mPa.s à une température de 20°C. 
 
 
Afin d’expliquer la différence d’expansion du lit entre les deux types de levures, nous 
avons examiné l’hypothèse préalablement évoquée, à savoir une modification de la 
classification du lit, due à un changement de densité induit par l’agrégation des billes par les 
cellules. 
Pour cela, des expériences de sédimentation ont été effectuées in situ dans la colonne, 
avec chaque type de levure, après une cinétique d’adsorption de 100 min. Les mesures 
montrent que les billes de support, après adsorption des levures de type I, sédimentent 
quasiment à la même vitesse que le support initial, tandis qu’après adsorption des levures de 
type II, les billes sédimentent significativement plus lentement. En effet, pour le support Q 
Hyper Z avant et après adsorption de levures de type I, le temps de sédimentation varie dans 
un intervalle de 30 s à 70 s, l’écart pouvant être attribué à la distribution de taille et de densité. 
Après adsorption des levures de type II, le temps de sédimentation des billes augmente de 
manière probante puisqu’il est compris entre 55 s et 90 s. 
Ce résultat valide donc bien l’hypothèse émise, à savoir que l’adsorption des levures 
sur les billes adsorbantes a tendance à diminuer la densité apparente des agrégats, conduisant 
ainsi à une sur-expansion.   
 
 
Dans les mêmes conditions (pH=7,4, force ionique de 150 mM, vitesse superficielle de 
380 cm.h-1) les pourcentages finaux d’adsorption sont significativement différents pour les 
deux types de levure (28% des levures de type I et 75% des levures de type II). Or, le profil de 
mobilité électrophorétique en fonction du pH ou de la force ionique (Figure 60 et Tableau 
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11) est similaire pour les deux types de levures. Il est donc légitime d’affirmer que les deux 
levures ont la même charge. De plus, on peut noter que l’écart d’adsorption entre 100 mM et 
150 mM est identique pour les levures de type I et de type II, c’est-à-dire environ 10%, ce qui 
laisse penser que la part des interactions électrostatiques à une force ionique inférieure ou 
égale à 150 mM est la même pour les deux levures. 
En conséquence, la différence d’adsorption entre les levures de type I et II ne peut pas 
être attribuée à un effet de type purement électrostatique, du fait notamment des forces 
ioniques élevées, ce qui semble confirmer qu’un autre paramètre intervient dans les 
interactions cellules/support. Dans un premier temps, l’influence de la taille des levures a été 
déterminée. 
 
 
II - 1.4 - Influence de la taille des cellules sur la cinétique 
d’adsorption de S.cerevisiae sur échangeur d’anions : 
 
Divers travaux ont récemment montré que l’accroissement de la taille des cellules 
conduit à une augmentation de leur adsorption sur un support échangeur d’anions [Feuser et 
al., 1999 ; Brixius et al., 2002 ; Lin et al., 2003]. Dans la présente étude, l’influence de la 
taille des cellules a donc été évaluée. Dans ce but, le diamètre apparent des deux types de 
levures a été déterminé par analyse granulométrique (Figure 64).  
 
Les levures de type I ont un diamètre moyen de 5 µm, en accord avec la valeur 
classiquement observée (Figure 64a). L’analyse granulométrique des levures de type II 
présente une distribution bimodale, représentative de deux populations différentes. La 
première montre un diamètre de 5 µm et la seconde, avec un diamètre compris entre 20 et 
50µm, correspond à des agrégats (Figure 64b). Ceci a été confirmé par des observations au 
microscope optique.  
Ces agrégats ne sont probablement pas provoqués par des interactions cellule/cellule 
mais seraient plutôt induits par le procédé de séchage utilisé. Les levures de type II sont, en 
effet, séchées par un procédé en tambour qui peut entraîner la présence de résidus ou de 
matériaux brûlés, susceptibles de former avec les levures des structures de plus grande de 
taille et fortement cohesives. 
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Afin d’éliminer les agrégats sans altérer l’intégrité des cellules, les levures de type II 
ont été soumises à un traitement doux aux ultra-sons. Les cellules résultantes sont désignées 
sous le type « II-US ». Les mesures de granulométrie confirment que les agrégats ont bien été 
éliminés (Figure 64c). Dans ces conditions, les levures de type I et de type II-US ont la même 
taille.  
 
Pourtant, les levures de type II-US s’adsorbent plus que les levures de type I dans les 
mêmes conditions (Figure 65) : 65% des levures de type II-US s’adsorbent en 100 min tandis 
que 28% des levures de type I s’adsorbent dans les mêmes conditions. 
Ainsi, le diamètre des levures ne semble pas être un paramètre clé dans l’adsorption. 
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Une sur-expansion du lit est également observée mais moindre que celle obtenue en 
présence des levures de type II, puisque le degré d’expansion du lit passe de 1,6 à 2. Ceci 
apparaît cohérent compte-tenu de la quantité de levures de type II-US adsorbées (65%) 
légèrement inférieure à celle de levures de type II dans les mêmes conditions (75%). 
 
Tous ces résultats, qui confirment que l’expansion et l’adsorption sont étroitement 
liées, peuvent être aussi expliqués par des temps de résidence variables. En effet, 
l’augmentation de l’expansion du lit à vitesse superficielle constante conduit à un 
accroissement du temps de résidence, c’est-à-dire à une augmentation de la probabilité de 
contact des cellules avec le support, ce qui pourrait expliquer la quantité plus importante de 
cellules adsorbées.  
Le temps de résidence a donc été estimé pour chaque expérimentation. Pour les 
levures de type I, le temps de résidence est d’environ 66 s, pour les levures de type II, il est 
proche de 109 s et pour les levures de type II-US, il peut être estimé à 95 s. La variation est 
donc relativement significative. 
 
L’influence de la taille des levures s’avérant insuffisante pour expliquer la différence 
d’adsorption entre S.cerevisiae de type I et de type II, les propriétés de surface de ces deux 
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levures, autres que leur charge (composante Lifshitz-van der Waals, acide/base de Lewis), ont 
été caractérisées. 
 
II - 1.5 - Influence des interactions non-électrostatiques sur la 
cinétique d’adsorption de S.cerevisiae sur le support Q Hyper Z : 
 
En accord avec de précédentes études dans différents systèmes mettant en jeu des 
interactions cellules/support [Masuoka et Hazen, 1997 ; Briandet et al., 1999 ; Speranza et al., 
2004], une autre hypothèse a été formulée, qui suggère le rôle possible des interactions non 
électrostatiques telles que les interactions de Lifshitz-van der Waals et les interactions 
acide/base de Lewis. 
Afin de valider cette hypothèse, les caractéristiques physico-chimiques des levures de 
type I, de type II et de type II-US ont été déterminées par la méthode MATS (Figure 66). 
Signalons en préambule que l’intégrité des cellules a été vérifiée par observation au 
microscope optique, qui n’a pas révélé d’altération de la paroi, démontrant ainsi la possibilité 
d’appliquer la méthode, jusque-là réservée aux cellules procaryotes, aux cellules eucaryotes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les levures de type I ont une faible affinité pour les solvants apolaires tels que 
l’hexadécane et le décane, ce qui indique un caractère hydrophile. La différence d’affinité 
entre le chloroforme et l’hexadécane, qui est plus élevée que celle entre l’acétate d’éthyle et le 
décane, révèle un fort caractère donneur d’électrons (basique), confirmant les travaux de 
Mercier-Bonin et al. (2004). 
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Les levures de type II ont une affinité plus forte pour les solvants apolaires, comparé à 
celles de type I.  Elles apparaissent donc plus hydrophobes, ceci étant corrélé à une 
diminution du caractère donneur d’électrons.  
Il faut noter que ce caractère hydrophobe tend à diminuer après sonication.  
 
Ces mesures peuvent être corrélées aux résultats obtenus par Mercier-Bonin et al. 
(2004) lors d’expériences de détachement de la levure de type I en chambre à écoulement 
cisaillé, résultats qui confirment son caractère plus hydrophile. Les auteurs ont en effet 
montré que, comparé aux levures de type II, les levures de type I adhèrent peu au verre, 
surface hydrophile.  
 
Ainsi, il semblerait qu’il y ait une relation entre l’hydrophobicité des levures et leur 
adsorption sur le support échangeur d’anions. Plus les cellules seraient hydrophobes et plus 
elles auraient tendance à interagir avec les billes adsorbantes.  
 
En parallèle, les caractéristiques de surface du support échangeur d’anions 
(composantes de Lifshitz-van der Waals et acide/base de Lewis) ont été déterminées par la 
technique de montée capillaire décrite au chapitre II (§ III-3.2). Les courbes du carré de la 
masse du support en fonction du temps pour les quatre solvants (décane, formamide, eau et 
diiodométhane) ont permis de déterminer la pente de leur partie linéaire.  
Les caractéristiques des quatre solvants sont récapitulées dans le tableau 12 ainsi que 
la pente de la partie linéaire des quatre courbes expérimentales respectivement obtenues.  
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Les composantes apolaire ( LWSγ ) et polaires ( −+ γγ S S  , ) du support calculées à partir de 
l’ensemble des données du tableau 12 sont données dans le tableau 13. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les résultats montrent que la résine poreuse est aussi basique que l’eau puisque γS- 
apparaît très proche de γL-eau (γL-eau = 25,5 mJ.m-2) mais beaucoup moins acide si l’on compare 
γS+ (0,3 mJ.m-2) à γL+eau (γL+eau = 25,5 mJ.m-2). L’adsorbant peut donc être considéré comme 
une résine poreuse monopolaire. 
 
La composante Lifshitz-van der Waals apparaît relativement faible, avec une valeur de 
LW
Sγ égale à 27,4 mJ.m
-2
, mais la méthode de mesure choisie a tendance à sur-estimer les 
angles de contact [Chibowski et Perea-Carpio, 2002]. En conséquence, la tension de surface 
du solide calculée via ces angles de contact est plus faible que celle obtenue à partir de 
mesures directes (par exemple, en mesurant l’angle d’une goutte déposée sur une surface 
plane) impossibles dans le cas de poudres. 
 
L’énergie libre totale d’interaction du système microorganisme (M) / liquide (L) / 
résine adsorbante (S) a été estimée. Elle est la somme des trois composantes de l’énergie 
libre : électrostatique, Lifshitz-van der Waals, acide/base (Equation 27). Le liquide considéré 
pour le calcul est l’eau. 
 
       
AB
MLS
LW
MLS
EL
MLSMLS
GGGG ∆+∆+∆=∆                                                                  
 
Grâce à l’équation 26 (chapitre I, § IV-1.2), il est possible de déterminer l’évolution de 
EL
MLS
G∆ en fonction de la distance entre une levure (d’un diamètre a1=5 µm et d’un potentiel 
*	
 
O 
	0R 591
<85	Q 		 γSLW 9B:)

0=	<\ 1
γS- 9):;
/ 
0/ <\ 1
γS+ ":6
(
 +/
'
 &
  	   $
-C 
Etude des interactions cellules/support                                                                   RESULTATS et DISCUSSION 
 
 - 177 - 
zêta ζ1=10,16 mV) et une particule de support (d’un diamètre moyen a2=75 µm et d’un 
potentiel zêta ζ2=6,05 mV), pour une force ionique proche de 150 mM. Cette équation est 
rappelée ci-dessous : 
 
( ) ( )
( ) ( )( )


	






κ−+
κ−
κ+
ζ+ζ
ζζ
⋅
+
ζ+ζpiε
= d2- exp  1ln    
d- exp  1
d- exp  1
ln  
 
   2
  
a a
  a a 
  G
2
2
2
1
21
21
2
2
2
121EL
        
avec ⋅
ε
=κ
i ii
2
n z  
T B 
e
   
 
Dans les conditions choisies, 
van Oss a montré que l’épaisseur de la 
couche de Stern -1 est égale à 8 Å 
[van Oss, 1996]. 
 
La figure 67 montre la 
décroissance rapide (en valeur 
absolue) de l’énergie libre 
d’interaction avec la distance de 
séparation. On peut ainsi considérer 
que l’énergie libre d’interaction est 
négligeable, comme le suggère van 
Oss à cette force ionique [van Oss, 
1996]. 
 
La composante apolaire de l’énergie libre est calculée d’après l’équation 33 (chapitre 
I, § IV-1.2) [van Oss, 1996] :  
 
( )( )LW
L
LW
M
LW
S   2-  γγγγ −−=∆
LW
L
LW
MLS
G  
 
Dans une précédente étude relative à l’adhésion des levures sur les bouteilles de 
champagne, Vernhet (1992) a déterminé la valeur de LW
M
γ  par des mesures complexes d’angle 
de contact entre plusieurs liquides de polarité différente et un tapis de levures S.cerevisiae et a 
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démontré que LW
M
γ , égal à 30 mJ.m-2, ne variait pas de manière significative d’un type de 
levure à un autre. Ainsi, la même valeur a été utilisée pour les levures de type I et de type II.  
 
La composante électrostatique étant négligeable à 150 mM et la composante apolaire 
ne variant pas d’un type de levure à un autre, on peut ainsi supposer que l’adhésion va être 
gouvernée par les interactions polaires. L’expression mathématique de AB
MLS
G∆ est issue de 
l’Equation 33 (chapitre I, § IV-1.2) : 
 
( ) ( )

	


 +++=∆ −++−+++−−−−+  S . M S . ML SMLLM SL  - -  - .   - . 2 γγγγγγγγγγγγ
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MLS
G  
 
La méthode MATS étant qualitative, cette technique ne permet pas l’accès aux valeurs 
de −
M
γ  et +γM . On peut tout de même prédire la variation d’adsorption lors d’un changement 
de condition, en particulier lorsque le type de levure change (les caractéristiques du liquide et 
du solide restant inchangées). Pour cela,  l’expression mathématique de la variation de 
AB
MLS
G∆ donnée par l’équation 33 est dérivée comme suit (Equation 56):  
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Dans le cas présent, d’après les mesures de montée capillaires, γS+ ≤ γL+ donc 
0  ≥
∂
∆∂
−
M
AB
MLS
G
γ
. En conséquence, lorsque −
M
γ diminue, AB
MLS
G∆  diminue et l’adsorption augmente. 
Etant donné, au vu des résultats de la méthode MATS (Figure 64), que la composante −
M
γ pour 
la levure de type I est plus élevée que celle pour la levure de type II, ces prédictions 
théoriques confirment les résultats expérimentaux, à savoir une augmentation de l’adsorption 
(28% contre 75% quand on passe du type I au type II). 
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II - 1.6 - Conclusion : 
 
Notre étude, effectuée sur deux types de levures conditionnées différemment et 
utilisées après simple réhydratation puis lavage, permet de dresser les constatations 
suivantes : 
 
Tout d’abord, des cinétiques d’adsorption effectuées dans les conditions réelles du 
procédé ont montré que, quel que soit le type de levure S.cerevisiae, l’adsorption des cellules 
et l’expansion sont étroitement liées, suggérant le rôle important de l’hydrodynamique dans le 
mécanisme d’adsorption. Plusieurs paramètres qui sont interdépendants et qui sont impliqués 
dans l’efficacité du procédé ont été identifiés : i) la modification de la classification des 
particules de support à cause de l’adsorption des cellules ; ii) la variation du degré 
d’expansion qui en retour modifie l’accessibilité au support ; iii) le temps de résidence qui 
influence la probabilité de contact entre cellules et support. 
 
Ensuite, les comportements distincts observés pour les deux types de levures ont été 
expliqués sur la base des propriétés physico-chimiques à la fois des cellules et du support, en 
recherchant le rôle des interactions électrostatiques et non-électrostatiques telles que les 
interactions de Lifshitz-van der Waals et les interactions polaires. Dans le cas où les 
interactions électrostatiques ne sont pas prédominantes, à force ionique élevée, les autres 
types d’interactions sont mis en évidence. Il a notamment été montré que les interactions à 
courte distance acide/base de Lewis jouent un rôle significatif dans le procédé d’adsorption.  
Cependant, avec ces deux types de levures industrielles, qui sont simplement 
réhydratées dans des solutions salines, il n’est pas possible de contrôler leur état 
physiologique. La relation entre le type de levures et leur physico-chimie de surface est 
également difficile à établir, du fait d’un manque de connaissance sur leurs conditions 
initiales de culture et leur mode de conditionnement. En particulier, l’influence des résidus de 
séchage sur les propriétés de surface, mesurées globalement, et leur interaction avec les billes 
adsorbantes n’ont jamais été mises en évidence. 
 
 
Le travail qui suit a donc été dédié à des cinétiques d’adsorption de levures 
biologiquement actives, provenant de cultures fraîches.  
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II - 2 - Etude de l’adsorption de levures S.cerevisiae après 
remise en culture : 
 
Les levures sèches de type I et de type II ont été mises en culture, en mode discontinu, 
dans un milieu riche et leur croissance a été suivie par mesure de la densité optique à 600nm 
corrélée à la mesure de masse sèche, ainsi que par le dosage du glucose résiduel.  
 
Les courbes de croissance des deux types de levures montrent un comportement 
strictement identique (Figure 68), avec une première phase exponentielle de croissance rapide 
(A) (environ 12 h), suivie d’une deuxième phase de croissance plus lente (B) (environ 20 h). 
La première phase correspond à la phase fermentaire au cours de laquelle la levure consomme 
le glucose du milieu pour produire de l’éthanol. Lorsque tout le glucose est épuisé dans le 
milieu, la levure re-consomme l’éthanol produit afin de fabriquer de la biomasse, en régime 
oxydatif. Le passage d’un régime à un autre correspond au phénomène de diauxie, 
classiquement observé chez la levure S.cerevisiae [Pamment et al., 1978]. La phase 
stationnaire est ensuite atteinte, après environ 30-35 h de culture. 
 
   
 
0
1
2
3
4
5
6
7
8
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
temps (h)
[X
] (g
.
L-
1 )
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
[G
lc
] (g
.
L-
1 )
*$(
13  	 	J
JJ
 Type I2O JJ2VVVV FP G:	
	0
<5!12FE G:	
0
<5!1
Etude des interactions cellules/support                                                                   RESULTATS et DISCUSSION 
 
 - 181 - 
La similitude entre les deux levures n’est pas surprenante étant donné que leur 
différence n’est liée qu’à leur conditionnement initial.  
 
Les levures ont ensuite été récupérées en phase stationnaire de croissance, puis lavées 
par centrifugation, afin d’éliminer les composés extra-cellulaires qui pourraient interférer. 
Les propriétés de surface ont été déterminées par la méthode MATS puis comparées aux 
levures sèches simplement remises en suspension.  
 
 
Les résultats de la méthode MATS (Figure 69) confirment la similitude entre les deux 
levures une fois remises en culture. Leur très faible affinité pour les solvants apolaires montre 
un caractère hydrophile marqué. Une composante donneur d’électrons est également observée 
pour les deux types de levures, ce qui montre que ces dernières ont des caractéristiques de 
surface plutôt basiques, avec une valeur de −
M
γ  se rapprochant de celle de la levure sèche de 
type I simplement réhydratée. Ces résultats montrent surtout que le profil obtenu pour les 
levures de type II cultivées est très différent de celui obtenu pour ces levures simplement 
remises en suspension dans du tampon. En effet, la levure de type II, qui apparaissait plutôt 
hydrophobe, a les mêmes caractéristiques que la levure de type I, c’est-à-dire hydrophile 
basique, après remise en culture. 
 
Des cinétiques d’adsorption de ces deux levures, après remise en culture et 
récupération en phase stationnaire, ont été réalisées sur le support échangeur d’anions Q 
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Hyper Z et montrent que leur profil d’adsorption, identique pour les deux levures, correspond 
bien à celui d’une levure hydrophile basique, caractérisé par une adsorption relativement 
faible d’environ 10% (Figure 70).  
Ceci est à mettre en parallèle avec le degré d’expansion, qui reste stable autour de sa 
valeur initiale (1,6), tout au long de l’expérimentation, en accord avec l’hypothèse émise 
précédemment. En effet, la faible quantité de cellules adsorbées ne modifie pas suffisamment 
les propriétés des billes, en particulier leur densité, pour altérer l’expansion du lit. 
 
Ainsi, quel que soit le type de levure, l’adsorption des cellules après remise en culture 
apparaît beaucoup plus faible, que lorsqu’elles sont simplement réhydratées. Le 
conditionnement initial des levures semble donc induire des interactions avec le support, qui 
ne sont pas liées aux propriétés de surface intrinsèque des levures. L’adsorption beaucoup 
plus forte des levures de type II préalablement observée (Figures 62 et 63) proviendrait en 
partie des résidus de séchage, ce qui expliquerait également leur agglomération dont témoigne 
l’analyse granulométrique (Figure 64-b). Il apparaît donc important de quantifier la part des 
interactions due aux résidus de séchage par rapport à celle liée à l’hydrophobicité.  
 
Les caractéristiques physico-chimiques des levures simplement resuspendues dans du 
tampon prennent donc en compte les effets inhérents à l’enrobage et/ou ceux liés aux résidus 
du procédé de séchage. Or, toutes les études relatives aux interactions levures/support, 
rapportées dans la littérature, se basent sur des expériences réalisées à partir de levures sèches 
non cultivées préalablement [Chase et Draeger, 1992 ; Fernandez-Lahore et al., 1999 ; 2000 ; 
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Lin et al., 2001 ; 2002 ; 2003 ; 2004 ; Brixius et al., 2002]. Cette simplification dans la 
procédure expérimentale peut alors introduire un biais important dans la compréhension des 
phénomènes observés. Une fois de plus, il apparaît donc essentiel de prendre en compte les 
conditions réelles de la technique de chromatographie en lit expansé, c’est-à-dire en étudiant 
les interactions cellules/support à partir de cellules « fraîches », représentatives de la 
problématique posée. 
 
 
Afin de comprendre plus en détail l’influence des propriétés de surface réelles des 
microorganismes sur leur adsorption sur les billes de support, nous avons choisi d’étudier le 
comportement de levures dotées d’une composition pariétale modulée en fonction de 
l’objectif visé : mieux comprendre le rôle joué par l’hydrophobicité. Ces levures sont des 
mutants de paroi de la levure S.cerevisiae disponibles au laboratoire, dans l’équipe de 
Physiologie Moléculaire et des Eucaryotes Inférieurs. Il nous a donc paru important de 
rappeler au préalable la composition et l’architecture de la paroi de S.cerevisiae. 
 
 
II - 3 - Etude de l’influence de la composition de la paroi de 
S.cerevisiae sur ses propriétés de surface : incidence sur les 
interactions des levures à paroi modifiée avec le support : 
 
II - 3.1 - La paroi de S.cerevisiae [Martin-Yken et al., 2003] : 
 
II - 3.1.1 - Composition, architecture et propriétés de surface : 
 
La structure de la paroi des levures présente plusieurs couches. On observe une couche 
interne transparente et amorphe et une couche externe, dense, constituée de fibrilles 
perpendiculaires à la surface  (Figure 71). 
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La couche interne est composée de β(1,3) et β(1,6) glucanes, composants majoritaires 
de la paroi, qui assurent le maintien de la forme cellulaire et la résistance mécanique et 
osmotique.  
La couche externe est constituée de mannoprotéines (CWP pour « Cell Wall Protein ») 
ancrées par des liaisons covalentes aux β(1,3) et (β1,6)-glucanes. Ces mannoprotéines sont 
des protéines reliées via un résidu serine, thréonine ou asparagine, à un complexe 
polysaccharidique de 150 ou plus unités de D-mannose constituant les mannanes. Des études 
ont établi la structure de ces mannanes, composés d’un squelette de mannoses liés en α(16) 
auquel sont attachées de courtes chaînes latérales de mannoses par des liaisons α(12) ou 
α(13). Ainsi, des observations au microscope électronique ont montré que les 
mannoprotéines formaient des fibrilles latérales étendues autour de la levure. Les 
mannoprotéines peuvent être attachées aux β(1,6) glucanes par une ancre GPI 
(GlycosylPhosphoInositol) reçue lors de leur maturation dans l’appareil de Golgi. Ce sont 
alors des GPI-CWP. Les PIR-CWP constituent une seconde classe de mannoprotéines de la 
paroi, caractérisées par des régions répétées (« Protein Internal Repeat »), directement liées 
aux  β(1,3) glucanes. Une dernière catégorie de protéines de surface est attachée à la paroi 
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cellulaire par des ponts di-sulfure avec d’autres CWP, ou par affinité ou liaison non 
spécifique.  
Les composants structuraux décrits ci-dessus sont assemblés les uns aux autres par des 
liaisons covalentes, ce qui est à l’origine de l’organisation modulaire de la paroi de S. 
cerevisiae (Figure 72). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les mannoprotéines ne sont pas impliquées dans le maintien de la forme cellulaire, 
mais seraient responsables des propriétés de surface de la paroi.  
Ainsi, la paroi des levures joue le rôle d’un échangeur d’ions, elle est chargée 
négativement entre pH 4 et pH 6 [Ballou, 1976] . La charge négative est due pour la majeure 
partie aux phosphates présents dans les mannoprotéines (0,1 à 1% des mannoprotéines) et 
dans une moindre mesure aux groupements carboxyle des mannoprotéines.  
 
II - 3.1.2 - Les mutants mnn9 et gas1 de la paroi de S.cerevisiae : 
 
Afin d’étudier les propriétés de surface de la levure S.cerevisiae en fonction de la 
composition de sa paroi, deux mutants de parois ont été choisis relativement à leur type de 
mutation pariétale : mnn9 et gas1.  
De nombreuses études ont permis d’identifier les gènes codant pour des protéines 
impliquées dans la synthèse des polysaccharides pariétaux (FKS1, KRE6, KRE2, MNN9) ou 
dans l’assemblage des composants de la paroi (GAS1). 
La maturation des chaînes extérieures des mannoprotéines conduit à l’ajout de 
quelques mannoses à plusieurs centaines de résidus, par une kyrielle de mannosyltransférases 
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dont MNN9. Ainsi la mutation du gène codant pour cette protéine induit un mécanisme 
défectueux pour la mannosylation des protéines. La synthèse des chaînes de mannane est alors 
bloquée, ces dernières étant fortement raccourcies. Ce mutant correspond au mutant A9-V10 
chez Candida albicans dont les observations au microscope électronique confirment l’absence 
de chaînes de mannane à la surface des levures [Masuoka et Hazen, 1997]. Les propriétés de 
surface de ce mutant ont ensuite été déterminées par des tests d’adsorption sur des 
microsphères hydrophobes. Les résultats ont indiqué que le mutant A9-V10 est plus 
hydrophobe que la souche sauvage, démontrant le lien entre hydrophobicité et taux de 
mannosylation chez cette levure. 
Le gène gas1, lui, code pour une protéine membranaire à ancre GPI ayant une activité 
glucanosyl transférase [Popolo et al., 1997] et dont la mutation entraîne la réduction 
importante du nombre total de mannoprotéines. 
 
Le tableau 14, établi par Lagorce (2000), décrit les modifications de la composition 
de la paroi induites par la mutation des gènes mnn9 et gas1, en particulier l’augmentation de 
la quantité de chitine d’un facteur proche de 5, en raison d’un mécanisme de compensation. 
Ce tableau confirme également la réduction de la concentration en mannose pour le mutant 
mnn9 d’un facteur environ 7. 
 
   Composants de la paroi (µg.mg-1 masse sèche) 
Masse de 
la paroi 
 
Chitine 
 
Mannanes et β-glucanes Souches Génotype µ (h-1) (% masse 
sèche) 
Hydrolyse 
acide 
Digestion 
enzymatique  
 
Mannose 
 
Glucose 
       X2180-1A sauvage 0,39 24 4,40 ± 0,30 ND 82,0 ± 3,0 150 ± 3,0 
MNN9 mnn9 0,23 18 20,4 ± 2,5 24,5 ± 2,0 11,4 ± 2,0 134 ± 4,0 
W303-1B sauvage 0,36 24 3,80 ± 0,5 4,9 ± 1,5 93,3 ± 5,0 138 ± 5,5 
WB2d gas1 0,22 17 ND 25,8 ± 2,0 ND ND 
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II - 3.2 - Caractérisation des propriétés de surface des mutants 
mnn9 et gas1 : 
 
La croissance des deux souches mutantes (mnn9 et gas1) et de leur souche sauvage 
associée (X2180-1A et W303-1B, respectivement) a été suivie (Figure 73 A et B). Après un 
temps de latence plus ou moins long (compris entre 5 et 15 h), on retrouve les deux phases de 
croissance successives, déjà observées pour la souche industrielle, témoignant du phénomène 
de diauxie, c’est-à-dire du passage du régime fermentaire au régime oxydatif, puis la phase 
stationnaire est atteinte. 
Il est intéressant de noter que les mutants ont une phase de latence plus prononcée 
ainsi qu’une croissance ralentie de manière significative, conformément aux conclusions de 
Lagorce (2000) quant aux valeurs du taux de croissance en première phase stationnaire de 
croissance, rapportées dans le tableau 14. Ceci s’explique par une teneur en chitine élevée qui 
rigidifie la paroi cellulaire et altère de ce fait le mécanisme de bourgeonnement.  
 
 
Les propriétés de surface des quatre souches ont ensuite été déterminées. Dans un 
premier temps, des mesures de mobilité électrophorétique ont été effectuées sur des cellules 
prélevées en première phase exponentielle de croissance et en phase stationnaire (Figure 74).  
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Les mesures ont été réalisées dans du tampon phosphate-citrate 20 mM donc à une 
force ionique inférieure à la valeur utilisée pour les tests d’adsorption. Mais les résultats 
montrent que, même à cette conductivité, les levures sont peu chargées, quels que soient la 
souche et l’état physiologique considérés, puisque les valeurs de mobilité n’excèdent pas –
1.10-8 m2.V-1.s-1. 
 
 
On peut remarquer que les profils sont peu différents entre les quatre souches. 
L’augmentation de la charge avec le pH (en valeur absolue) est plus marquée dans le cas du 
mutant mnn9. L’influence de la phase de croissance apparaît peu significative, en particulier 
pour les souches X2180-1A et mnn9. La charge de la souche sauvage W303-1B et du mutant 
gas 1 semble suivre la même tendance.  
 
On peut cependant imaginer qu’à une force ionique supérieure équivalente à 150 mM 
en NaCl, les levures ne sont plus chargées quel que soit leur état et quelle que soit la souche, 
conformément à la figure 67. Pour preuve, des mesures de mobilité électrophorétique ont été 
effectuées à 100 mM et ont montré une charge proche de la neutralité, malgré une difficulté 
expérimentale liée à un écart-type de la mesure particulièrement élevé. 
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Le caractère hydrophile/hydrophobe des quatre souches a ensuite été déterminé par la 
méthode MATS. Les mêmes résultats ayant été obtenus en phase exponentielle et en phase 
stationnaire, seuls ceux  relatifs à la phase stationnaire sont ici présentés (Figure 75).  
 
La différence d’affinité de la souche sauvage X2180-1A pour le chloroforme et 
l’hexadécane est plus importante que celle entre l’acétate d’éthyle et le décane, témoignant 
d’un caractère hydrophile basique marqué, corrélé à une faible affinité pour les deux solvants 
apolaires. Pour la souche mutante mnn9, le profil d’affinité vis-à-vis des solvants apolaires 
apparaît très différent. En effet, ces levures montrent une affinité très élevée à la fois pour le 
décane et l’hexadécane (de l’ordre de 85%), témoignant de leur caractère fortement 
hydrophobe.  
Les résultats de la méthode MATS pour la souche sauvage W303-1B et le mutant 
associé gas1 suggèrent que les deux types de cellules présentent les mêmes caractéristiques 
hydrophiles basiques.  
On peut également noter que les deux souches sauvages ont une affinité pour le 
chloroforme sensiblement différente, qui témoigne d’une valeur de −
M
γ  plus faible dans le cas 
de la souche W303-1B, tandis que les autres affinités restent proches. 
 
En définitive, la mutation pariétale chez S.cerevisiae altérant le mécanisme de 
mannosylation des mannoprotéines induit un caractère hydrophobe pour la souche résultante 
tandis que la diminution de la quantité totale de mannoprotéines ne modifie pas 
significativement les propriétés de surface. Ces deux conclusions sont à rapprocher de celles 
émises par Masuoka et Hazen (1997) chez la levure Candida albicans.  
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II - 3.3 - Influence des propriétés de surface des mutants de paroi 
de S.cerevisiae sur leur adsorption sur le support échangeur 
d’anions : 
 
Des cinétiques d’adsorption des deux mutants mnn9 et gas1 et des souches sauvages 
ont été réalisées dans du tampon phosphate de potassium 20 mM pH 7,4 à une force ionique 
de 150 mM NaCl (Figure 76). 
Les trois souches X2180-1A, W303-1B et gas1 définies comme étant hydrophiles 
basiques, s’adsorbent peu sur le support (de l’ordre de 10% à la fin de la cinétique), 
conformément aux résultats précédemment obtenus avec les levures de types I et II en culture. 
Cette adsorption faible est à corréler avec un degré d’expansion du lit stable tout au long de la 
cinétique.  
Le mutant mnn9 présente une adsorption plus forte (de l’ordre de 20%), mais moindre 
que les levures de type II non cultivées (75%). Or, d’après la théorie de van Oss (1996), la 
composante basique −
M
γ  étant plus faible dans le cas du mutant mnn9 par rapport à la levure 
de type II, le mutant devrait s’adsorber d’avantage.  
 
Ainsi, dans la première partie de l’étude, le rôle des interactions non polaires 
(hydrophobicité) sur l’adsorption a été mis en évidence. Dans cette deuxième partie, une 
levure qualifiée d’hydrophobe par la méthode MATS a révélé une adsorption certes plus 
importante que pour la souche hydrophile, mais de façon moins prononcée que prévu.  
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Sur la base de ces observations, deux hypothèses peuvent être émises pour expliquer 
ce résultat.  
Il est tout d’abord possible de mettre en doute la validité de la méthode MATS, 
technique purement qualitative dévolue jusqu’à présent aux modèles procaryotes. On peut 
notamment se demander quelles peuvent être les conséquences du contact de la paroi avec les 
différents solvants, même si les observations au microscope optique n’ont a priori pas révélé 
de dommage particulier de la paroi. L’interprétation de ces seules données non corrélées à 
d’autres types de techniques de caractérisation reste donc délicate.  
L’autre hypothèse repose sur le rôle du conditionnement et des résidus de séchage, 
notamment dans le cas des levures de type II, qui pourraient induire des effets parasites 
particulièrement préjudiciables.  
 
Afin de vérifier la validité de la méthode MATS, des expériences de détachement en 
chambre à écoulement cisaillé ont été réalisées sur une plaque de polystyrène hydrophobe, en 
prenant la souche sauvage X2180-1A et la souche mutante mnn9. 
La quantification des levures adsorbées sur la plaque de polystyrène, n’a pas été 
effectuée par simple comptage des levures individualisées et non bourgeonnantes, selon la 
procédure adoptée dans les études antérieures [Mercier-Bonin et al., 2004]. En effet, dans le 
cas de la souche mnn9, sa morphologie particulière doit être prise en considération, la 
présence de plusieurs bourgeons par exemple. Cette quantification a donc été effectuée par 
détermination du pourcentage de recouvrement de la plaque par les levures. Ainsi la figure 77 
représente le pourcentage de recouvrement de la plaque de polystyrène normalisé par le 
pourcentage de recouvrement initial en fonction de la contrainte appliquée dans la chambre à 
écoulement.  
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Par analogie avec l’étude de Mercier-Bonin et al. (2004), on peut déterminer la 
contrainte nécessaire au détachement de 50% des levures, τW50%. Les résultats montrent 
qu’avec une valeur de τW50% autour de 4 Pa, la souche mutante mnn9 se détache à une 
contrainte beaucoup plus élevée que la souche sauvage X2180-1A, pour laquelle τW50% est 
inférieure à 1 Pa, ce qui confirme bien son caractère hydrophobe plus marqué. La cohérence 
des résultats obtenus avec deux méthodes distinctes au niveau de l’hydrophobicité de mnn9 
permet d’affirmer que la méthode MATS ne peut être mise en cause dans l’interprétation des 
mécanismes d’interaction cellules/support.  
 
 
Ce sont plutôt les résidus de séchage qui sont à l’origine de l’adsorption plus forte 
observée dans le cas des levures de type I et II simplement réhydratées, par un mécanisme 
dont la nature (physico-chimique et/ou mécanique) reste à élucider. Ce colmatage plus 
accentué dans le cas des levures de type II aurait alors biaisé l’interprétation des résultats, 
notamment en ce qui concerne le rôle de la composante acide/base de Lewis. Les cinétiques 
d’adsorption des mêmes levures remises en culture montrent bien qu’en s’affranchissant de 
l’influence du conditionnement initial, les cellules interagissent très peu avec le support, 
conformément à leur caractère hydrophile et aux prédictions de la théorie colloïdale de van 
Oss. Le même mécanisme peut être appliqué aux souches X2180-1A, W303-1B et gas1, 
dotées de caractéristiques physico-chimiques proches. Le caractère hydrophobe du mutant 
mnn9 induit, quant à lui, une interaction légèrement plus forte, comme le prédit la théorie 
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colloïdale, mais de façon beaucoup moins prononcée que ne le laissait supposer l’adsorption 
des levures de type II simplement réhydratées. 
 
Ainsi, comme évoqué précédemment, la plupart des études rapportées dans la 
littérature sur l’interaction des cellules avec le support reposent sur des expérimentations à 
partir de levures non cultivées, simplement remises en suspension dans un tampon ou dans de 
l’eau physiologique. Les conclusions tirées de ces conditions sont donc largement biaisées 
puisqu’elles prennent en compte l’effet de paramètres non spécifiques des levures et qui, dans 
certains cas, peut s’avérer prépondérant. Ces études prennent alors en compte des propriétés 
de surface inhérentes à un enrobage spécifique des cellules ou un traitement de surface, qui 
vient biaiser les résultats relatifs à un mécanisme d’interaction directe cellules/support. 
 
L’étude sur l’interaction de levures cultivées avec le support suggère donc que la part 
des interactions relative à une composante acide/base de Lewis est faible. Ainsi, dans les 
conditions opératoires retenues pour la purification de protéines, c’est-à-dire une force 
ionique inférieure à 150 mM en NaCl pour que la protéine d’intérêt s’adsorbe, ce sont les 
interactions électrostatiques qui vont prédominer. Il sera alors essentiel de tester au préalable 
l’interaction des cellules avec le support à la force ionique choisie, afin d’assurer une 
productivité intéressante, en trouvant le meilleur compromis entre adsorption maximale des 
protéines, adsorption minimale des cellules et faible dilution du milieu. 
Cette démarche a été retenue dans le chapitre suivant, pour la purification de la lipase 
de Yarrowia lipolytica, directement à partir d’un moût de fermentation. 
 
 
 
Application : Purification de la lipase de Yarrowia lipolytica                                RESULTATS et DISCUSSION 
 
 - 194 - 



#

'
 ()
 
 

	
 
 ?@ 
 
 

$
 
 
 %	&
 	
 (


=
	((
6(

 
 
********* 
 
 
 
L’objectif du travail qui suit est de tester l’utilisation de la colonne conique dans un 
procédé de purification d’enzyme, directement à partir d’un milieu de culture. 
Plusieurs cellules et enzymes sont produites et utilisées au laboratoire, en particulier la 
lipase de la levure Yarrowia lipolytica pour laquelle ont été testés d’autres procédés (lit fixe, 
chromatographie membranaire). 
 
Plusieurs levures sont capables d’utiliser les triglycérides comme source de carbone. 
Parmi ces cellules, Yarrowia lipolytica est une levure non pathogène, qui a un fort potentiel 
en tant que système modèle pour l’utilisation des lipides, car des outils de génie génétique ont 
été développés pour cette espèce, notamment par l’équipe de J.M. Nicaud à l’INRA-Centre de 
Grignon. C’est également une souche hôte prometteuse pour la production de protéines, car 
elle sécrète naturellement et en grande quantité une variété de protéines. 
 
Les lipases sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse de triacylglycerols en glycerol 
et acides gras et sont sécrétées par de nombreuses bactéries ou levures comme Y.lipolytica. Le 
potentiel biotechnologique de ces enzymes croît constamment, avec de nombreuses 
applications dans les procédés d’hydrolyse des corps gras, dans les domaines de l’oléochimie, 
des détergents, de l’industrie agroalimentaire, de la production de surfactants, de la chimie 
organique, du traitement des déchets contenant des corps gras, de la synthèse de produits en 
chimie fine ou pharmacie, de l’industrie du papier, de la production de cosmétiques. Les 
lipases sont également utilisées en thérapie pour la déficience pancréatique chez l’homme.  
 
Y.lipolytica sécrète plusieurs lipases et estérases. La lipase extracellulaire Lip2p est 
codée par le gène LIP2 et appartient à la famille des triacylglycerol hydrolases (E.C. 3.1.1.3) 
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[Pignède et al., 2000]. Cette enzyme est responsable de la totalité de l’activité lipase 
extracellulaire de Y.lipolytica. L’expression de son gène est réprimée par le glucose et induite 
par l’acide oléique. Cette enzyme est utilisée en oléochimie et a également un potentiel en 
thérapie humaine grâce à sa résistance à l’acidité et aux sels biliaires. Sa masse moléculaire 
est de 38,5 kDa et trois points isoélectriques liés à des modifications post-transcriptionnelles 
ont été identifiés par isoélectrofocalisation : 5, 5,2 et 5,4. 
 
Dans un premier temps, les propriétés de surface des levures Y.lipolytica ont été 
étudiées. En parallèle, les conditions de purification de la lipase de Y.lipolytica ont été 
choisies puis optimisées en lit fixe, avant la réalisation de la purification de l’enzyme en lit 
expansé, dans la colonne à distributeur conique, directement en sortie de fermenteur. 
 
III - 1 - Détermination des conditions de purification de la 
lipase de Y.lipolytica : 
 
III - 1.1 - Propriétés de surface des levures Y.lipolytica : 
 
Des mesures de la mobilité 
électrophorétique des levures en fonction 
du pH ont été effectuées, dans un tampon 
phosphate-citrate 20 mM. Les résultats 
(figure 78) montrent que les cellules sont 
chargées négativement, mais même à 
cette faible force ionique, elles restent 
relativement peu chargées.  
Cependant, afin de limiter les 
interactions électrostatiques 
cellules/support éventuelles, la 
purification de l’enzyme est envisagée sur 
le support échangeur de cations CM Hyper Z, à un pH inférieur au point isoélectrique de 
l’enzyme.  
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III - 1.2 - Détermination du point isoélectrique de la lipase : 
 
La courbe de titrage de la lipase 
(Figure 79) a été obtenue à l’aide de sa 
séquence protéique (Chapitre II, IV-2).  
Le point isoélectrique de l’enzyme a été 
estimé par le site de bioinformatique à 
une valeur de 5,56. 
 
 La purification de la lipase 
sur le support échangeur de cations CM 
Hyper Z doit donc être réalisée à un pH 
suffisamment inférieur à 5,56, pour que 
l’enzyme soit chargée positivement. 
Cependant, le support CM Hyper Z n’est 
utilisable que dans une gamme de pH 
supérieurs à pH=4.  
Ainsi, les conditions testées pour la purification de la lipase doivent répondre à ces 
deux contraintes. Les deux pH testés sont donc 4,25 et 4,5. 
 
III - 2 - Optimisation des conditions de purification de la 
lipase sur le support échangeur de cations CM Hyper Z en lit 
fixe : 
 
Les conditions optimales de purification de la lipase sur le support CM Hyper Z sont 
déterminées en lit fixe. 
Pour cela, l’enzyme est produite en milieu riche, par la levure Yarrowia lipolytica. 
Après centrifugation du milieu de culture, le pH du surnageant est ajusté et 7,5 mL sont 
injectés à un débit de 1,5 mL.min-1 (correspondant à une vitesse superficielle de 50 cm.h-1) 
dans la colonne XK16 constituée de 6 mL de CM Hyper Z préalablement équilibré avec du 
tampon acétate de sodium 20 mM. Deux pH sont testés successivement : pH 4,25 et pH 4,5.  
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Dans un premier temps, les protéines sont éluées avec un gradient de NaCl de 0 à 1 M. 
L’activité lipase de chaque fraction collectée en sortie de colonne est repérée par des tests 
qualitatifs. Les résultats sont présentés en figures 80A et 80B.  
 
Il apparaît qu’à pH=4,25 (Figure 80A), la protéine est éluée à une force ionique 
proche de 1 M NaCl. A pH=4,5 (Figure 80B), l’activité lipase est obtenue à une force ionique 
d’environ 0,7 M NaCl. Ainsi, il semblerait que l’enzyme soit retenue plus fortement à 
pH=4,25. Cependant, on peut s’attendre à une meilleure capacité dynamique d’adsorption de 
la lipase sur le support à un pH=4,5 auquel ce dernier devrait être plus chargé.  
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Donc, dans l’intérêt d’un rendement plus élevé, on choisit de purifier la lipase à un pH 
de 4,5. 
 
Etant donné que pour l’expérience en lit expansé utilisant la colonne à distributeur 
conique, l’élution n’est pas possible par gradient, la même expérience a été réalisée à pH=4,5 
mais en effectuant l’élution par paliers successifs. Les paliers ont été définis à 0,4 M, 0,7 M et 
1 M NaCl (Figure 81). 
 
 
Le dosage de l’activité lipase montre que la protéine est éluée au palier 0,7 M NaCl, ce 
qui correspond bien au résultat obtenu avec une élution par gradient de sel. 
Ainsi, les conditions retenues pour la purification de la lipase sur le support échangeur 
de cations CM Hyper Z sont un pH de 4,5 et une force ionique égale à 0,7 M pour éluer 
l’enzyme de façon relativement spécifique. 
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III - 3 - Cinétique d’adsorption de levures Y.lipolytica sur CM 
Hyper Z : 
 
Afin de vérifier que dans les conditions de purification retenues, les cellules ne 
s’adsorbent pas et ne risquent pas d’induire des problèmes de colmatage, la force ionique du 
milieu de culture est mesurée et apparaît égale à l’équivalent de 100 mM NaCl. Une cinétique 
d’adsorption de levures Y.lipolytica sur le support CM Hyper Z est donc réalisée dans la 
colonne UpFront 10, dans du tampon acétate de potassium 20 mM pH 4,5 à cette force 
ionique, afin de vérifier que les cellules n’interagissent pas avec le support dans ces 
conditions opératoires.  
 
La cinétique d’adsorption (Figure 82) montre que moins de 10% des cellules 
interagissent avec le support échangeur de cations, dans ces conditions. Compte-tenu de la 
charge négative du support et des levures, cette adsorption n’est pas de type électrostatique 
mais représente probablement la part des autres types d’interactions, Lifshitz-van der Waals et 
acide/base. 
 
III - 4 - Mise au point de la purification de la lipase sur CM 
Hyper Z en lit expansé : 
 
Des tests ont été réalisés en lit expansé, à petite échelle, dans la colonne UpFront 10 
avec une hauteur de lit sédimenté de 10 cm correspondant à un volume de 7,5 mL de CM 
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Hyper Z, volume proche de celui utilisé pour le test en lit fixe. La quantité d’enzyme injectée 
est évaluée au prorata de ce volume de support. Ainsi, 10 mL de surnageant sont injectés 
dans la colonne, après équilibration du lit dans du tampon acétate de potassium 20 mM 
pH=4,5, à un débit de 5 mL.min-1 correspondant à une vitesse superficielle d’environ 
380cm.h-1 et un degré d’expansion de 1,8. Les mêmes paliers d’élution 0,4, 0,7 et 1 M NaCl 
sont utilisés (Figure 83). 
 
 
L’activité lipase est retrouvée entre 5 et 45 min, c’est-à-dire à partir de la fraction non 
retenue jusqu’à la fin du palier 0,7 M NaCl.  
Ceci signifie qu’une partie significative de l’enzyme est soit non-retenue par le 
support, soit éluée avant le palier 0,7 M NaCl. 
Par ailleurs, comme les conditions hydrodynamiques de l’utilisation de la colonne 
UpFront 10 sans agitateur magnétique ne sont pas optimales, on ne peut écarter l’hypothèse 
d’une capacité dynamique de fixation de la lipase beaucoup plus faible qu’en lit fixe. 
 
Afin de comparer la capacité dynamique d’adsorption du support en lit fixe et en lit 
expansé, dans ces conditions opératoires, une courbe de perçage de lipase a donc été réalisée. 
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III - 5 - Comparaison de la capacité dynamique d’adsorption 
de la lipase sur le support CM Hyper Z en lit fixe et en lit 
expansé : 
 
Des courbes de perçage de lipase sur le support CM Hyper Z à pH 4,5 ont été réalisées 
en injectant le surnageant de culture en continu, dans les colonnes en lit fixe et en lit expansé, 
dans les mêmes conditions opératoires que précédemment. L’activité lipase est dosée dans les 
fractions collectées en sortie. 
Afin de comparer les deux expériences effectuées à des débits différents (1,5 mL.min-1 
en lit fixe et 5 mL.min-1 en lit expansé) et des hauteurs de lit différentes, les courbes sont 
tracées en fonction du volume de lipase injecté et non en fonction du temps (Figure 84). 
 
Les courbes de perçage sont quasiment superposées pour les deux expériences, 
témoignant d’une capacité dynamique similaire pour le lit expansé et le lit fixe. Ainsi, la 
différence de capacité dans ces conditions opératoires n’explique pas les résultats obtenus en 
lit expansé. 
Cependant, on peut noter la « mauvaise allure » des courbes de perçage, qui témoigne 
d’une mauvaise efficacité du lit, le lit fixe apparaissant d’autant moins bonne qualité que le lit 
expansé. En effet, la saturation du signal est tardive mais l’activité équivalente à 10% de 
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l’activité initiale est atteinte rapidement. On est donc en droit de douter de l’exactitude de ces 
expérimentations qui n’ont été réalisées qu’une fois du fait de la lourdeur de leur mise en 
œuvre, en particulier le nombre important de dosages.  
 
Au vu de ces courbes de perçage, la capacité dynamique à 10% du lit expansé est tout 
de même évaluée à environ 30 U par mL de CM Hyper Z. 
 
III - 6 - Purification de la lipase de Y.lipolytica sur CM Hyper 
Z dans la colonne à distributeur conique : 
 
La lipase de Yarrowia lipolytica est produite dans un fermenteur de 2 L, en milieu 
riche, comme décrit au chapitre II (§ IV-4). 
En fin de fermentation, la concentration en biomasse atteint 17 g.L-1, le pH du milieu 
de culture est de 6,8 et la force ionique équivalente à 0,1 M NaCl. 
L’activité lipase est dosée et estimée à 42,7 U.mL-1. 
 
Pour préparer la colonne, un volume sédimenté de 500 mL de CM Hyper Z est 
équilibré avec du tampon acétate de potassium 20 mM pH=4,5, dans la colonne à distributeur 
conique, à un débit de 144 mL.min-1 correspondant à une vitesse superficielle d’environ 440 
cm.h-1 dans une colonne cylindrique de diamètre 5 cm et induisant un degré d’expansion du lit 
égal à 2.  
D’après la capacité dynamique à 10% du support obtenue précédemment, 15 000 U 
donc 350 mL de milieu peuvent être injectés dans la colonne. Nous choisissons cependant, en 
raison des doutes évoqués, d’en injecter 550 mL. 
Ainsi, le pH de 550 mL de moût de fermentation est ajusté à 4,5 avec de l’acide 
acétique.  
La suspension ainsi obtenue est ensuite injectée dans la colonne. Au cours de 
l’injection de l’échantillon, le lit reste stable et aucun changement du degré d’expansion n’est 
observé. Le signal d’absorbance à 280 nm sature (Figure 85). 
Après injection, un lavage est effectué jusqu’à ce que l’absorbance à 280 nm 
redevienne nulle, soit après injection de 8 L de tampon.  
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L’élution de la lipase est ensuite réalisée avec du tampon à une concentration en NaCl 
de 0,7 M. 14 fractions de 500 mL environ sont collectées en sortie. Au cours de l’élution, 2 
pics sont observés sur le signal à 280 nm. 
Puis, un palier de 7 L de tampon à 1 M NaCl est effectué, permettant d’éluer d’autres 
protéines que la lipase, visible par l’apparition d’un troisième pic.  
Pour finir, une solution de soude 1 M est injectée. La soude permet de décrocher des 
matériaux liés au support de façon non spécifique. En effet, la solution récupérée en sortie 
devient alors jaune et trouble. L’observation au microscope optique révèle alors la présence 
de quelques levures, confirmant les résultats obtenus lors de la cinétique d’adsorption des 
levures Y.lipolytica sur le support (§ III-3). 
 
 
 
 
L’activité lipase ainsi que la quantité de protéines totale sont dosées dans chaque 
fraction.  
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Les résultats sont consignés dans le tableau 15. Les fractions non indiquées dans le 
tableau ne contiennent pas de protéines et de lipase en quantité détectable. 
 
 
La répartition de la quantité de protéines et de l’activité lipase dans les différentes 
fractions est représentée par les figures 86 et 87. Ces résultats montrent que l’activité lipase 
est retrouvée dans les quatre fractions correspondant au deuxième pic d’élution au palier 0,7 
M NaCl. La majeure partie des protéines contaminantes est éluée lors du lavage, même si une 
petite quantité est retrouvée dans la fraction 1 M NaCl.  
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Le rendement a été évalué à 98,8%, ce qui montre que la quasi totalité de la lipase a 
été récupérée, dont 52% dans la seule fraction Lip5. Le facteur de purification dans 
l’ensemble des quatre fractions (soit un volume total de 1970 mL) a été estimé à 3,55 avec 
une activité spécifique de 168,54 U.mL-1, comparé à 47,44 U.mL-1 dans l’échantillon injecté. 
 
Un gel d’électrophorèse en 
conditions dénaturantes (Figure 88) a 
été réalisé et révèle que la lipase était 
déjà fortement majoritaire dans le 
surnageant de fermentation. L’enzyme a 
bien été en partie purifiée, au vu de la 
disparition ou de l’atténuation de 
certaines protéines. La chromatographie 
en lit expansé s’avère être tout à fait 
appropriée dans ce cas. En effet, on 
constate qu’elle permet de capturer la 
quasi-totalité de l’enzyme directement à 
partir du milieu de culture, en éliminant 
même l’essentiel des protéines 
contaminantes. 
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 Cette expérimentation reste cependant une expérience préliminaire. Il resterait 
à optimiser la chromatographie en terme de productivité. En effet, la capacité du support 
estimée au préalable n’a pas été dépassée, alors que selon les prédictions, la quantité de lipase 
injectée aurait du être bien au-delà. Ceci confirme les doutes émis quant aux courbes de 
perçage réalisées en lit fixe et en lit expansé. On peut donc s’attendre à de meilleures 
performances après une optimisation plus fine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                           CONCLUSION 
 
 - 207 -
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ; 

  - 208 -
                                                                                                                                                           CONCLUSION 
 
 - 209 -
 
La chromatographie en lit expansé est une technique récente de purification primaire 
des protéines, qui permet de combiner dans la colonne les étapes de clarification, 
concentration et purification, par capture directe des biomolécules directement à partir du 
moût de fermentation non traité. 
Cette technique est très prometteuse et elle devrait répondre aux besoins industriels de 
meilleures productivités, tout en leur permettant de maintenir des performances de 
purification correctes. On constate cependant que sa généralisation se heurte à des limitations 
sur lesquelles il faut donc impérativement se pencher. 
 
Tout d'abord, les colonnes actuellement commercialisées ne donnent pas entière 
satisfaction, en particulier le distributeur de flux est souvent sujet à des problèmes de 
colmatage et/ou assure une mauvaise distribution du fluide.  
Une nouvelle colonne, équipée d’un distributeur de flux conique, a donc été conçue au 
laboratoire et permet d’améliorer les performances de la technique, en particulier en terme de 
capacité, en favorisant un écoulement piston dès l’entrée de la colonne. Les qualités 
hydrodynamiques sont alors comparables à celles des colonnes actuellement commercialisées. 
Mais l’avantage principal de cette colonne réside dans sa simplicité, dans l’absence de grille, 
qui évite ainsi les chemins préférentiels et les problèmes de colmatage induits en présence de 
moût de fermentation concentré en cellules. Le lit apparaît alors stable même à concentration 
cellulaire élevée, constituant un avantage considérable pour son application à la purification 
de protéines directement en sortie de fermenteur. Aucun système d'agitation et aucune pièce 
mobile ne sont non plus présentes dans cette colonne, ce qui évite la détérioration du support 
et facilite les opérations de nettoyage en place. Ce seront des atouts essentiels dans une étape 
éventuelle de passage à grande échelle.  
Ce travail a également tenté d’élucider le mécanisme de transfert de masse des 
protéines dans cette nouvelle colonne, mais la complexité du système, notamment 
l’interdépendance de nombreux paramètres, ainsi qu’un manque de connaissances en 
particulier sur le mode de diffusion des protéines à l’intérieur du support, n’ont pas permis 
d’approcher les phénomènes permettant de décrire correctement la réalité expérimentale. Il 
faudrait donc, dans un travail ultérieur, observer la façon dont s’opère la classification du 
support au sein du lit dans la colonne à distributeur conique, puis déterminer précisément le 
mode de diffusion intraparticulaire, valider le modèle pour une colonne cylindrique en tenant 
compte de la classification, puis intégrer la géométrie de la colonne dans le modèle afin de 
conserver la complexité des paramètres et en particulier leur relation avec la classification. 
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Enfin, dans une dernière étape, il faudrait tenir compte de l’influence de la présence de 
cellules et de l’environnement particulier créé par le milieu de culture. 
 
Le deuxième handicap de la chromatographie en lit expansé est, en effet, la présence 
d'intéractions entre les cellules du milieu de culture et le support chromatographique, 
entraînant une perturbation du procédé et une contamination résiduelle inacceptables. Pour 
cette raison de nombreuses études ont déjà été menées sur ce sujet, mais elles ont le plus 
souvent été réalisées dans des conditions bien différentes des conditions réelles d'utilisation. 
L’originalité de notre travail réside en particulier dans la prise en compte de 
l’hydrodynamique de la colonne, pour étudier les interactions physico-chimiques entre les 
levures S.cerevisiae et le support adsorbant. Pour cela, ont été réalisées des cinétiques 
d’adsorption de cellules sur le support, in situ dans une colonne de chromatographie en lit 
expansé.  
De cette manière, l’étude révèle que l’interaction des cellules avec le support et le 
comportement du lit en terme d’expansion sont interdépendants. En effet, l'adsorption des 
cellules sur le support modifie ses propriétés physiques et par conséquent la classification du 
support au sein du lit. A son tour cette modification du lit, induit un changement du taux de 
vide de la colonne, de son degré d'expansion et du temps de séjour des cellules, ce qui a un 
impact direct sur l'adhésion cellulaire.  
De plus, la caractérisation de la surface de deux types de levures, qui diffèrent 
uniquement par leur mode de conditionnement, a montré l’importance d’utiliser des cellules 
représentatives des moûts de fermentation. En effet, les propriétés de surface de ces levures 
simplement réhydratées diffèrent considérablement de celles des mêmes levures remises en 
culture, témoignant de l’influence des résidus de séchage ou de l’enrobage des cellules. Ainsi, 
dans la littérature, la plupart des études relatives au mécanisme d’interaction cellules/support 
se basent sur des caractérisations de cellules non cultivées et rapportent ainsi des résultats 
biaisés par des interactions indirectes de ces composés avec le support. 
Enfin, des travaux relatifs à des mutants de paroi de la levure S.cerevisiae ont révélé 
qu’un mécanisme de mannosylation des mannoprotéines défectueux induit un caractère des 
levures fortement hydrophobe. La théorie colloïdale, habituellement utilisée dans l’étude du 
mécanisme de formation des biofilms, a été appliquée à l’étude du mécanisme d’interactions 
de ces mutants de paroi avec le support échangeur d’anions Q Hyper Z. Les résultats ont alors 
montré que même s’il apparaît important de considérer l’ensemble des interactions de type 
électrostatique et non électrostatique, comme les interactions apolaires et acide/base de Lewis, 
les interactions ioniques restent prédominantes, dans la gamme d’utilisation des supports pour 
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leur application à la purification de protéines. Ainsi, il s’avère essentiel, avec un support 
échangeur d'ions, de trouver un bon compromis, en particulier en terme de force ionique, pour 
limiter l’interaction des cellules avec le support, sans réduire la capacité d’adsorption de la 
protéine d’intérêt. 
 
Ces différentes études ont permis de tester l’utilisation de la colonne à distributeur 
conique, avec comme modèle la purification de la lipase de Yarrowia lipolytica. La protéine a 
pu être purifiée sur le support échangeur de cations CM Hyper Z, avec un rendement proche 
de 99% et un facteur de purification de 3,55, directement en sortie de fermenteur, sans 
dilution du milieu ni problème de colmatage. Dans un tel cas où le gène de la protéine est 
surexprimé et l'enzyme majeure dans le milieu de culture extracellulaire, ce procédé de 
chromatographie en lit expansé s'avère très performant et il pourra ensuite être comparé au 
laboratoire avec des procédés plus classiques de clarification puis purification. 
 
L'ensemble de nos résultats répond en bonne partie aux ambitions que nous nous 
étions initialement fixés et il a été notamment possible de balayer différents aspects grâce à 
une approche interdisciplinaire. Il reste cependant à approfondir et à poursuivre ce travail. 
 
La colonne à distributeur conique doit être testée sur d'autres modèles de protéines 
produites avec différents systèmes d'expression (bactéries, levures, cellules animales) en 
présence de cellules entières ou de débris cellulaires (protéines intracellulaires). Il faudra 
également développer des colonnes de plus grande taille en gardant le principe ici développé. 
On peut raisonnablement considérer que ce changement d'échelle vers des colonnes plus 
larges et plus hautes mais toujours équipées de distributeur conique est prometteur. 
L’investigation des mécanismes de transfert de masse et du mode d’expansion du lit dans ce 
type de colonne peut également être poursuivie. 
 
Notre approche dans l'étude des interactions cellules/support et les méthodes d'étude 
ainsi mises au point doivent maintenant servir pour d'autres types cellulaires et d'autres 
supports. A partir de ce travail ultérieur, on pourra chercher à proposer des règles de conduite 
pour le développement de procédé en lit expansé. 
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